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•'Las condiciones extemasj 
que se manifiestan por medio de los 
hechos expérimentales, no le permi- 
ten al cientffico ser demasiado es- 
tricto en la construccidn de su mun 
do conceptual mediante la adhesidn 
a un sistema epistemoldgico. Por - 
eso tiene que aparecer ante el epis 
temdlogo como un oportunista poco - 
escrupuloso"
Einstein

A B R E V I A T U E A S
B/A Relaciôn molar entre ami- 
noâcidos bâsicos y aminoa 
cidos âcidos de un a pro—  
teîna
DC Dicroismo circular
ClGu Cloruro de guanidinio
CMC Carboximetilcelulosa
DEAB-celulosa Dietilaminoetilcelulosa
EDTA Etilendiaminotetraacético
Lys/Arg Relaciôn Lysina/Arginina
PCA Acido perclorico
SDS Docecilsulfato sôdico
SSC ClNa 0.5M - citrato sôdico 0.015M
TCA Acido tricldroacético
TEMED N, N, N', N' tetrametileti' 
lendiamina
Tris Tris(hidroximetil) aminome- 
tano
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I.- P A R T E  T E O R I C A
1.1. INTRODUCCION
1.1.1. DEFINICION, LOCALIZACION CELULAR Y DESARROLLO HIS- 
TORICO DEL ESTUDIO DE LAS HISTONAS
Si bien es admitido universalmente que la infor 
macion genética se encuentra contenida en el DNA, en orga 
nismos eucarioticos este DNA estA estructurado de unà for 
ma especial, complejado con otras especies moleculares, - 
para dar lugar a una estructura superior denominada croma- 
tina. "Cromatina" es sin embargo una 'denominacion ambi—  
gua, ya que no concreta de una forma total una determina- 
da particula subcelular. Sir! embargo se ha de encontrar 
en su estructura y composiciôn la justificacion de todos 
los procesos de regulacion genética. El conocimiento de 
su estructura ayudarâ sin duda a comprender mejor su fun- 
cion.
No ha de pensarse sin embarg ; on la estructura 
de la cromatina como algo estatico (ya cue su funciôn —  
tampoco lo es), y en cierto modo, el encintrur las condi 
clones y circunstancias de sus cambios estructurales es 
una buena aproximacion al conocimiento de sus funciones.
Se hace necesario, pues, el conocimiento de —  
dos caracteristicas fundamentales del material genetico 
de organismes eucarioticos: por una parte la composiciôn 
molecular de ese material y por otra su estructura. Co­
mo una cuestion integradora de ambos conocimientos se ha 
de tratar de investigar las especies moleculares concre- 
tas responsables de esa estructura asi como las condicio 
nes del medio que la hacen posible, entendiendo por con­
diciones del medio los valores de pH, fuerza ionica, etc,
Los mecanismos de replicaciôn y transcripciôn 
genética, claramente explicados para organismos procariô 
ticos, se complican en los eucarioticos por un doble mo­
tive. Por una parte debido a la existencia de una orga­
nization estructural, claramente diferenciada a nivel ce 
lular (la cromatina) y por otra a la apariciôn del fenô- 
meno de la diferenciaciôn celular en organismos superio- 
res, lo que implica que toda la extension del material - 
genético de dichos organismos no se expresa en una célu- 
la somâtica diferenciada. Y la explicaciôn habrâ que —  
buscarla en esta doble vertiente: composiciôn y estructu 
ra. Ambos criterios han de ser convergentes, ya que se- 
rén respectivamente causa y efecto.
La cromatina se encuentra localizada durante - 
la interfase del ciclo celular en el nûcleo, claramente 
diferenciado. La proporciôn de las distintas especies - 
moleculares que lo componen (proteinas no cromosomales, 
DNA, RNA, proteinas bâsicas y proteinas cromosomales âci 
das) varia segûn la fase del ciclo celular. Sin embargo 
la relaciôn DNA/proteinas bâsicas permanece prâcticamen- 
te constante (Johns, 1971). Estas proteinas bâsicas han 
sido las mâs estudiadas hasta ahora desde los dos puntos 
de vista anteriormente mencionados (composicion y estruc 
tura). La explicaciôn de la atenciôn puesta sobre estas 
proteinas se debe quizâ a dos razones fundamentales: la 
facilidad de su aislamiento y su naturaleza bâsica, basi 
cidad que sin duda sera causa de asociaciones fuertes al 
DNA y como consecuencia inducirân modificaciones estruc­
turales apreciables en el material genético.
Desde los descubrimientos iniciales de Mies—  
cher (1874) y Kossel (1884) de la existencia de sustan—  
cias bâsicas en el nûcleo celular, hasta la separaciôn - 
cromatogrâfica en varias fracciones de este material por 
cambio de ion realizada en 1955 por Crampton y col. y — : 
los métodos descritos por. Luck y col. (1956) existe un - 
amplio intento de clasificaclôn y clarificaciôn de este 
material, denominado desde un principio "histonas". Pue 
ron Stedman y Stedman (l95o) los primeros en comprobar - 
que este material no era una proteina homogénea, sino —  
que estaba compuesto por toda una serie de fracciones —  
distintas.
La situaciôn sin embargo seguia slendo bastan 
te confusa. Fue la aplicacion de dos técnicas particu- 
lares lo que vino a clarificar la cuestiôn: Neelin y —  
Connell (1959) separaron electroforéticamente en gel de 
poliacrilamida, y solo con fines analiticos, distintas 
fracciones de una preparation de histonas, pudiéndose - 
desde entonces hacer comparaciones entre las distintas 
preparaciones obtenidas. Por otra parte Luck y col. —  
(1956) y Phillips (1958) determinaron los residuos N-ter 
minales de histonas. Estas dos técnicas, modificadas - 
posteriormente, significaron el poder distinguir y cora- 
parar las distintas fracciones de histonas.
Antes de proseguir adelante se hace preciso - 
una definicion clara de las histonas. Para définir sa­
tis factor iaraente una proteina han de conocerse perfecta 
mente sus caracteristicas moleculares y su funciôn ce lu 
lar. En el caso de las histonas, presentan sérias difi 
cultades tanto una como otra. Por una parte, aunque —  
tengan caracteristicas moleculares peculiares, no son - 
lo suficientemente concretas, dada su heterogeneidad mo 
lecular y su variaciôn en especies y ôrganos, como para 
poder constituir por si solas una buena definicion. Den 
tro de las caracteristicas moleculares mâs peculiares - 
Johns (1971) enumera alguna de ellas como un criterio, 
si no de definicion si de caracterizaciôn molecular:
19.- Las histonas contienen mâs de un 22% de ami- 
noâcidos bâsicos.
29.- Su carga neta puede ser positiva a pH 8 e in- 
cluso a valores superiores de pH. Por tanto, una histo- 
na puede contener mayor proporciôn de aminoacidos âcidos 
que bâsicos, siempre que estos aminoâcidos se encuentran 
como amidas (glutamina y asparagina) en la proteina ori­
ginal .
32.- Cuando una preparaciôn de histonas contiene - 
un alto nivel de cisteina ô cistina indica que existe —  
contaminaciôn por proteina no histona.
4 2.- Los principales y mâs frecuentes residuos N-ter 
minales libres son alanina y prolina. Gran parte de los 
aminoâcidos N-terminales se encuentran acetiladas.
52.- Los principales residuos C-terminales son li- 
sina, glicocola y alanina.
Hay que advertir sin embargo que estas propie­
dades no son completamente excluyentes. Las anteriores 
propiedades se han deducido a partir de histonas extrai­
das de una extensa variedad de especips y ôrganos. En - 
cambio no es de extrahar.que se puedan encontrar prépara 
ciones en determinados materiales que se aparten virtual, 
mente de estas caracteristicas.
El otro criterio de definicion anteriormente - 
mencionado, la funcionalidad, no es de aplicacion vâlida 
a las histonas, ya que su funciôn celular no estâ clara- 
niente determinada. Un criterio de localizaciôn puede —
sin embargo sustituir en cierto modo el criterio de fun­
cionalidad. Asi, de todos los intentes de definition, 
parecG ser la dada por Murray (1964), que contiene ambos 
criterios de caracteristicas moleculares y localization 
celular, la mâs acertada: "las histonas son proteinas bâ 
sicas que, en algûn momento del ciclo celular, se encuen 
tran asociadas al DNA". En esta definicion estâ explici 
ta la condicion de presencia nuclear de estas proteinas, 
por lo que si se intenta su extraccion sin previa purifi 
caciôn del material donde han de estar contenidas se ve- 
râ afectada la preparation de posibles contaminantes ex- 
tranucleares, como pueden ser proteinas bâsicas ribosoma 
les, que por su parecida naturaleza molecular se extraen 
en semejantes condiciones que las histonas, pudiendo su- 
poner este hecho problemas de identificacion. Sin embar 
go, la conveniente estandarizaciôn del material emplea—  
do, el comportamiento conservative a nivel evolutive de 
determinadas fracciones en todas las especies observadas 
y los procedimientos de extracciôn selectiva pueden sus­
tituir y hacer innecesario este process de purification.
1.2. PREPARACION DE HISTONAS TOTALES '
Como paso previo a cualquier preparation de —  
histonas serâ pues necesario, a la vista de las conclu—  
siones expuestas en el apartado anterior, la obtenciôn - 
de desoxirribonucleoproteina (DNP) en un estado relative 
mente ouro. Normalmente, antes de procéder a la extrac- 
clôn de histonas totales a oartir de esta DNP se efectûan
iovddos con ClNa 0.35M con el fin e éliminer posibles —  
proteinas no histonas, que aunque se encuentran asocia—  
cas al DNA, lo estan mas débilmente que las histonas y - 
se disocian a fuerzas iônicas mâs bajas (Johns y Forres­
ter, 1969).
Una vez obtenida DNP suficientemente pura exis 
ten fundamentalmente dos procedimientos para la extrac—  
ciôn a partir de ella de histonas totales. El primero - 
de elljs consiste en el tratamiento de la DNP con âcidos 
diluidos (CIH 0.25N ô SO^H^ 0.25N) que precipitan âcidos 
nucleicos, proteinas âcidas y neutras, permaneciendo en 
cambio las histonas en disoluciôn. La extracciôn âcida 
implica varias ventajas, tal como se tratarâ mâs exhaus- 
tivamente en "Material y Métodos". Entre otras, impide 
la actuaciôn de las proteinas proteoliticas (Phillips y 
Johns, 1959) y desfavorece la agregaciôn que suele produ 
cirse a valores de pH proximos a la neutralidad (Mauritzen 
y Stedman, 1967).
El segundo de los procedimientos consiste en - 
la disociaciôn de la DNP utilizando altas fuerzas iônicas 
(normalmente ClNa 2.ÔM). Tiene este procedimiento la —  
ventaja fundamental de la previa separaciôn del material 
insoluble en este medio. Posteriormente existen varios 
procedimientos para separar las histonas del DNA en la - 
DNP disuelta y disociada: precipitacion del DNA llevando 
la disoluciôn a valores de pH âcidos (con CIH ô SO^H^), 
separaciôn por ultracentrifugaciôn (Bonner y Jahansan, - 
1966) y separaciôn por cromatografia en geles, fundamen
talmente Sepharosa 48 (Loeb, 1968). Frcnte a la mayor pu 
reza de las histonas obtenidas por este procedimiento de 
disociaciôn salina en relaciôn con las preparadas por ex 
tracciôn âcida hay que considerar un gran inconveniente: 
la agregaciôn de histonas que tiene lugar a valores de - 
pH prôximos a la neutralidad, y que es causa del bajo —  
rcndimiento con que se extraen algunas de las fracciones 
(Davinson y Shooter, 1956; Johns, 1968). En la Tabla 1 - 
se muestran anâlisis de aminoâcidos de preparaciones de 
histonas totales extraidas de distintos materiales biolo 
gicos por los d#s procedimientos indicados. En ella se 
puede observer, sobre todo en algunos materiales, sérias 
diferencias, como es una pronunciada variaciôn en la re­
laciôn B/A.
1.3. PREPARACION DE FRACCIONES DE HISTONAS
Se han utilizado dos vîas fundamentales para - 
el aislamiento de las distintas fracciones de histonas.
La primera de ellas consiste en fraccionar la preparaciôn 
de histonas totales por distintos procedimientos, funda­
mentalmente técnicas cromatogrâficas y de precipitacion. 
La utilizaciôn de cromatografia en Amberlita IRC-50, ini 
cialmente utilizada por Lucie y col. (1958) y perfecciona 
da posteriormente (Rasmussen y col., 1962; Murray, 1964) 
consiste resolver en cuatro fracciones las preparaciones 
f'O histonas. La cromatografia en CMC (carboximetil celu 
1)Su) sépara en très fracciones una preparaciôn de histo 
:':us totales (Johns y col., 1961), que dieron nombre a la
clasificacion mâs utilizada de histonas (Fl, F2 y F3). 
Ctros métodos utilizados, tal como la cromatografia en - 
geles (Sephadex G-75 por Cruft en 1969, y mâs reciente—  
ente en Biogel PlOO por Sommer y Chalkley en 1974), dis 
tribucion en contracorriente (Butler y col., 1967) y téc 
nicas de precipitaciôn que utilizan una gran variedad de 
reuctivos, taies como acetona, etanol, TCA, etc., (Johns, 
1971) consiguen la separaciôn en una diversidad de frac­
ciones pero que realmente son solo completamente efecti- 
vjs para la separaciôn de Pl.
La extracciôn selectiva de cromatina con diver 
SOS agentes quimicos se suele utilizer con frecuencia pa 
ra el aislamiento de una determinada fracciôn. Este pro 
cedimiento no hace necesaria en general la previa purifi 
caciôn de la cromatina y se obtienen mayores repdimien—  
tos, hechos que significan una gran ventaja con respecte 
a los procedimientos anteriormente citados. En general, 
la utilizaciôn de distintos medios de extracciôn (inorgâ 
nicos, orgânicos ô mezcla de ambos) pretende neutralizar 
la diversa naturaleza de las interacciones de las dife—  
rentes fracciones de histonas con DNA, o bien la mayor o 
menor solubilidad en los distintos medios. Asi, por ejem 
plo, la utilizaciôn de distinta fuerza iônica sépara se- 
lectivamente las fracciones de histonas (Hindley, 1964; 
Georgiev y col., 1966; Ohlenbusch y col., 1967) y lo mis 
rno sucede con âcidos (Murray, 1966; Davison y Butler, —  
1954; Denooij y Wenstenbrink, 1962; Johns y Butler, 1962), 
c l'ibinando en estos casos el efecto del pH con el dis tin 
r. . efecto précipitante por formaciôn de sales insolubles.
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En la Tabla l-I se esquematizan algunos de estas proce- 
cir:;ientos, y en la Figura 1.1 un método muy empleado de 
fraccionamiento de las distintas fracciones a partir —  
del nismo material.
1.4. COMPLEJIDAD Y HETEROGENEIDAD DE LAS HISTONAS
1.4.1. CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS 
DISTINTAS FRACCIONES
Tal como se ha visto en el apartado anterior 
las histonas estân constituidas por distintas fraccio—  
nes, que se pueden separar cromatogrâficamente en très 
fundamentales grupos (Pl, F2 y F3). Alguna de estas —  
fracciones cromatogrâficas estân a su vez constituidas 
por mâs de una fracciôn, puestas de manifiesto por pos- 
teriores fraccionamientos y por electroforesis analiti- 
ca en gel de poliacrilamida. Actualmente se suele ace£ 
tar la presencia de cinco fracciones de histona en la - 
mayoria de los materiales observados (Fi, F2A1, F2A2, - 
F2B y F3). Ademâs de su caracterizaciôn electroforéti- 
ca, que Cêmo habrâ ocasiôn de discutir no varia o varia 
muy poco en alguna de ellas con respecte al material em 
pleado, la clasificaciôn atiende también en general a - 
la proporciôn relative de lisina y arginina (Lys/Arg) - 
Q)i SU composiciôn de aminoâcidos. Asi la fracciôn FI - 
es -vray rica en lisina, la F2B moderadamente rica en li-
T A B L A  l-I
Algunos procedimientos de extraccidn selective 
de fracciones de histonas utilizando sales y mezclas de 
disolventes orgdnicos e inorgadnicos.
Medio de extraccidn Praccidn extraida
ClNa 0.75 M
VGA 55^ (p/v)'
Etanol-OIH
Etanol-ClGu
Precipitacidn fra^ c 
cionada oon acetona
PI
PI
(1)
(2)
P2A1, P2A2 y P3 (3)
P2A1, P2A2
P2A1
(4)
(5)
(1) Ohlembusch y col., 1967
(2) Johns y Butler, 1962
(3) Johns, 1964
(4) Johns, 1967
(5) Perera, 1975
|t i m o de t e r n e r â
^  lavados NaCl 0.l4 M (x6)
SEDIMENTO
^  lavados EtOH $0% (x2)
SEDIMENTO
1
extracciôn
con EtOH - HCl (x3)
f
| e x t r a c t o |
(F3, F2A1, F2A2)
-— ^
[s e d i m e n t Ô
(Fl, F2B)
diâlisis extracciôn
frente EtOH con HCl 0.25 N (x3)
Ny
>f
PRECIPITADO SOBRENADANTE EXTRACTO
I HCl + 
I 1 vol.
GuCl
acetona
I 3 vol.
I aceton 
  ^
ISOBRENADANTE PRECIPITADO s o b r e n a d a n t e !PRECIPITADO
V F3
I 1 vol.
I aceton.
F2A1 / \
"V
I
F2B
2 vol. 
acetona
Fl/
ricas en arginina intermedia ricas en lisina
Figura 1.1.- Mdtodo para la preparacidn de las cinco fracc 
principales de histonas de timo de ternera (Johns, 197
in.,, F2A1 y F3 muy ricas en arginina y F2A2 intermedia.
I :r ; ademâs algunas de estas fracciones poseen peculiari 
cuüc' propias, como se tendra ocasion de discutir, aun—  
eu:- estas propiedades no siempre se conservan en todos - 
los materiales observados. Sin embargo si se puede de—  
cir que en general la presencia de las cinco reacciones 
fundnmentales descritas es una constante. En la Tabla - 
l-II se muestran algunas de las caracteristicas molecula 
res de estas fracciones. Ademâs existen algunas fraccio 
nés caracteristicas de determinadas células, como es la 
denominada F2C de eritrocitos nucleados (Hnilica, 1964; 
Neelin y col., 1964; Edwards y Hnilica, 1968) y éritro—  
blastos de polio (Sotirov y Johns, 1972). Asimismo se - 
ha aislado una proteina soluble en âcido, de una movili- 
dad electroforética similar a la F2C a partir de higado 
(Nelson y Yunis, 1969) y de cristalino (Johnson y Roths- 
tein, 1970) de rana, y una proteina bàsica especifica de 
bajo peso molecular a partir de testicules de rata (Kist 
lery y col., 1973). A la vista de la Tabla l-II y tenien 
do en cuenta diverses hechos expérimentales se pueden ex 
poner algunas caracteristicas générales de las distintas 
fracciones:
1°.- La histona muy rica en lisina Fl se distingue 
de las demâs fracciones fun dament a Imente por su alto con 
teni do en lisina, alanina y prolina, y en la ausencia de 
histidina. Es la ûnica fracciôn soluble en PCA al 5% —  
(Johns y Butler, 1962) y en TCA a concentraciones supe—  
ri s al 10ÿo (Denooij y V/enstenbrick, 1962). No preci-
L ,il DNA en ClNa 0.5M mientras que las otras fraccio-
1 lo hacen (Johns, 1971).
T A B L A  l-II
Gomposicidn de aminoâcidos y datoe derivados de la 
co fracciones principales de histonas de timo de ternera';
Moles por cien moles
Aminoâcido Fl F2B F2A2 F2A1 P3
Acido aspdrtico 2.5 5.0 6.6 5.2 4.2
Treonina 5.6 6.4 3.9 6.3 6.8
Serina 5.6 10.4 3.4 2.2 3.6
Acido glütâmico 3.7 8.7 9.8 6.9 11.5
Prolina 9.2 4.9 4.1 1.5 4.6
Glicocola 7.2 5.9 10.8 14.9 5.4
Alanina 24.3 10.8 12.9 7.7 13.3
Valina 5.4 7.5 6.3 8.2 4.4
1/2 Oisteina 0.0 tr / tr tr 1.0
Metionina 0.0 1.5 tr 1.0 1.1
Isoleucina 1.5 5,1 3.9 5.7 5.3
Leucina 4.5 4.9 12.4 8.2 9.1
Tirosina 0.9 1.6 0.9 2.1 3.1
Lisina 26.8 14.1 10.2 10.2 9.0
N-raetillisina 0.0 0.0 0.0 1.2 1.0
Histidina tr 2.3 3.1 2.2 1.7
Arginina 1.8 6.9 9.4 12.8 13.0
B/A 4.6 1.7 1.4 2.2 1.6
Lys/Arg 15.0 2.0 1.1 0.9 0.8
N-terminal acetil prolina acetil acetil alani
C-terminal lisina lisina lisina glicocola alani
Johns, 1971
2%.- La histona moderadamente rica en lisina F2B - 
:icno un alto contenido en serina y es la ûnica cuyo ami 
AJucido N-terminal es prolina.
32.- La fracciôn intermedia F2A2 tiene un alto con 
tenido en leucina como caracterîstica diferenciadora.
4 2.- La fracciôn rica en arginina F2A1 tiene un al 
to contenido en glicocola y también es este aminoâcido - 
el C-terminal. Agrega a muy bajas concentraciones de —  
TCA (O.OIN) (Johns, 1968b).
52.- La fracciôn rica en arginina F3 parece ser la 
ûnica que contiene cisteina y tiene como grupos N y C-ter 
minales alanina. Debido precisamente a la presencia de 
cisteina en su molecula forma con facilidad polimeros en 
condiciones ligeramente oxidantes. Concretamente a pH 7 
forma agregados de distinto grado de polimerizaciôn que 
dan lugar a diversas bandas de baja movilidad en electro 
foresis.
Hay que tener en cuenta sin embargo que las an 
teriores propiedades son criterios que no hay que genera 
lizar demasiado, siendo quizâ el contenido relative de - 
aminoâcidos bâsicos el de mayor importancia. De todas - 
formas, una desviaciôn excesiva de las anteriores propie 
dados pueden dar lugar a fundamentadas sospechas sobre - 
la presencia de algûn componente contaminante en gran can 
lihid.
C.KJ
La localizaciôn electroforética de las distin­
tas fracciones suele ser un primer criterio indicative - 
do identificaciôn. Por ejemplo, una proteina que fuera 
muy rica en lisina y de baja movilidad electroforética - 
séria logico catalogarla, en primera instancia y sin per 
juicio de posteriores comprobaciones, como Fl..
La simplicidad aparente de la poca heterogenei 
dad molecular de las histonas no es en cambio la absolu- 
ta realidad. Si bien es cierta la constancia de las cin 
co fracciones fundamentales en todas las células somâti- 
cas observadas, tal como se ha indicado, también sucede 
que alguna de estas fracciones présenta una variada homo 
geneidad molecular, puesta de manifiesto fundamentalmen- 
te por técnicas electroforéticas o cromatogrâficas con - 
diversas modificaciones que consiguen mejor resoluciôn.
Parece ser un hecho comprobado que de todas —  
las fracciones descritas es la Fl la que mayor microhete 
rogeneidad présenta. Asi, en electroforesis en gel de - 
poliacrilarnida de alta resoluciôn se llegan a separar —  
hasta cuatro subfracciones distintas de Fl de timo de —  
ternera (Buckingham y Stoken, 1970), con una composiciôn 
muy similar de aminoâcidos lo que hace suponer pequehas 
variaciones en su estrûctura primaria. Sin embargo pre- 
sentan notables diferencias las cuatro subfracciones asi 
obtenidas cuando se estudia su transformaciôn covalente 
rnediante una acciôn enzimâtica. Asi, se observan gran—  
des diferencias en la fosfolrilaciôn enzimâtica "in vi—  
t. .* de las distintas subfracciones. Parece ser que al- 
enas subfracciones poseen a su vez microheterogeneidad.
También se consiguen separar subfracciones por 
ro tjgrafia en cambio de ion (Amberlita IRC-50), utili 
::ando como eluyente un gradiente de cloruro de guanidi—  
ni), obteniéndose hasta très distintas bandas en timo de 
ternera (Bustin y Cole, 1968), la tercera de las cuales - 
esta compuesta a su vez de al menos dos. Parece ser que 
e::is ton también aqui pequehas variaciones en su estructu 
ra primaria, ya que al realizar una digestiôn triptica - 
de las distintas subfracciones individuales, los raapas - 
tripticos correspondientes son muy similares. Se ha su- 
gerido que en las distintas subfracciones de Fl existe - 
una region invariante comûn a todas ellas (Kinlcade y col., 
1966). Una prueba de las diferencias estructurales de - 
las distintas subfracciones es la diferente respuesta in 
munolôgica de cada una de ellas (Bustin y Stoller, 1972; 
Hekman y Sluyser, 1973).
La microheterogeneidad de la fracciôn Fl pare­
ce, pues, Clara, pero no sucede lo mismo con las otras - 
fracciones. Asi, existlan dudas sobre la posible hetero 
geneidad de la fracciôn F2B (que aparentemente se resol- 
vla en varias subfracciones en sulfoetilcelulosa, (Hnili 
ca, 1967); carboximetil celulosa a pH 9 (Johns, 1968, b) 
y por distribuciôn en contracorriente (Butler, 1967)), - 
pero la gran posibilidad de autoagregaciôn de esta frac­
ciôn, asi como la agregaciôn a otras fracciones permitiô 
desochar la interpretaciôn inicial de estos resultados. 
Las fracciones ricas en arginina (F2A1, F2A2 y F3) pare- 
con ser proteinas homogéneas (Delange y col., 1968). Se 
. : pensar, segûn se discutirâ en secciones posterio—
res, que esta heterogeneidad puede tener una clara in—  
tcrrelacion con la funciôn especifica de las distintas 
fracciones.
1.4.2. VARIACION DE LAS DISTINTAS FRACCIONES EN ESPSCIBS 
Y ORGAMOS
La presencia de las cinco fracciones fundamen­
tales descritas en el apartado anterior es un hecho de—  
mostrado en todas las células somâticas investigadas has 
ta la fecha. Sin embargo, como también se indicé, exis­
ten fracciones especificas en determinadas células muy - 
especializadas. Por ejemplo, la presencia de fracciôn - 
F2C en eritrocitos de aves, donde estâ muy limitada la - 
acciôn del DNA. En organismes unicelulares, en cambio, 
la situaciôn es distinta. En bacterias, aunque existe - 
la posibilidad de presencia de proteinas semejantes a —  
histonas (Leaver y Cruft, 1966; Raaf y Bonner, 1968) no 
se encuentran sin embargo en las proporciones relativas 
a la cantidad de DNA encontrado en las células de orga—  
nismos superiores. De la misma forma se encuentran ausen 
tes en una especie de algas azul verdosas investigada —  
(Makino y Tsuzuki, 1971). Esta es, pues, la situaciôn - 
en organismes procariôticos: la. casi total o compléta au 
sencia de histonas en estos materiales. El hecho de que 
no exista una cromatina diferenciada y la forma especial 
en que se encuentra el material genêtico en estos orga—  
nismos puede ser una consecuencia de la falta de estas - 
r tcinas. Al mismo tiempo, la poca complejidad con res
'CCtJ a los orgcmisrnos eucarioticos hace explicable esta 
auscncia.
En cambio, a partir de organismes eucariôticos 
unicelulares (por tanto no diferenciados) se pueden obte 
ner histonas. Se ha conseguido separar histonas de al—  
gas (Tv/ai, 1964), protozoos (iwai y col., 1965; Iwai y - 
col., 1970; Fieri y col., 1968) y levadura (Tonino y Ro- 
zijn, 1966; Winstersberger y col., 1973; Franco y col., 
1974).
Sin embargo en muchos de estos organismes no - 
se encuentran todas las fracciones de histonas. Asi, —  
Franco y col. (1974) describieron la ausencia de Fl y po 
siblcmente de F3 en levadura de pan y Rizzo y Nooden —  
(1972) detectaron en dos especies de algas dinoflagela—  
das solo el 10% de la proteina soluble en âcido existen- 
te en organismes eucariôticos superiores, apareciendo mâs 
del 80% con igual movilidad que la fracciôn F2A1. Tampo- 
co se han detectado proteinas solubles en âcidos en la —  
cromatina de varias especies de hongos (Leighton y col., 
1971; Dwiredi y col., 1969). De Neurospora crassa se pue 
den extraer dos proteinas bâsicas que se asemejan a histo 
nas moderadamente ricas en lisina y que representan apro- 
ximadamente la cuarta parte de la cantidad total de hist£ 
nas encontrada en organismes superiores (Hsiang y Cole,
1973). En otros organismes unicelulares en cambio (tal - 
como ocurre en Physarium policephalum) se encuentran las 
cinco fracciones en idénticas proporciones que las encon- 
en organismes superiores (Mohberg y Rusch, 1970).
En estos organismes, aunque no diferenciados,
•j3 évidente que existe mayor complejidad estructural y - 
funcional que en los organismes procariôticos.
Algunas fracciones presentan una gran constan­
cia a lo largo de toda la escala evolutiva. Asi la frac 
cien F2A1 parece ser la mâs conservative de todas ellas, 
constancia demostrada por movilidad electroforética, corn 
pesiciôn de aminoâcidos y secuencia (Delange y col, 1968; 
Delange y col., 1969; Panyim y col., 1979). Sin embargo 
se han encontrado pequehas variaciones en la composiciôn 
de aminoâcidos de la fracciôn F2A1 de algunas especies, 
como la anormal presencia de cisteina en F2A1 de equino—  
dermos (Subirana, 1971).
La fracciôn F3 también présenta pocos cambios 
en los materiales observados, mientras que las fraccio—  
nés F2A2 y F2B varîan ligeramente en movilidad electrofo 
rética, manteniendo idéntico peso molecular, lo que pare 
ce indicar cambios en su densidad de carga.
La fracciôn Fl es la que mâs variaciones presen 
ta. No solamente se observan diferentes movilidades elec 
troforéticas entre las Fl preparadas de distintas espe—  
cies, sine que ademâs se encuentran variaciones en la m£ 
croheterogeneidad de esta fracciôn entre distintos orga­
nes de la misma especie (Bustin y Cole, 1968; Hohmann y 
col., 1971). Asi se observan variaciones en la composi- 
ci'n de aminoâcidos de la fracciôn Fl extraida de timo y 
; lulas maimarias de raton, si bien parece que el esta- 
: fisiologico no influye (Stellwagen y Cole, 1968).
La distinta movilidad electroforética de la —  
-\,cei'n Fl aislada de distintas especies es un reflejo 
.1 la diferente carga neta positiva total y pesos molecu
1 res, tal como se observa en electroforesis en presen—
cia de SDS (Panyim y col., 1971).
La fracciôn Fl aislada de insectes présenta se 
rias divergencias con respecte a su homôloga de otras es 
pecies. El primer hecho llamativo es su menor movilidad 
electroforética, lo que al principle hizo que no se atri 
buyera esta banda a la fracciôn Fl, sine que se interpre 
tara como una consecuencia del estado de agregaciôn de - 
otras fracciones (Dick y Johns, 1969a). La razôn lôgica 
de su baja movilidad hay que buscarla sobre todo en la - 
mener proporciôn de aminoâcidos bâsicos, demostrada por 
su anâlisis de aminoâcidos, lo que da lugar a una mener 
densidad de carga (Oliver y Chalckley, 1972), aunque tam 
bien posee mayor peso molecular. Sin embargo, tal como 
ponen de relieve los mismos autores, no se resueIve es­
ta fracciôn en electroforesis de alta resoluciôn, lo —  
cual hace sospechar su mener microheterogeneidad en in—  
sectes.
Las diferencias de la Fl de insectes con res—  
pecto a la de mamiferos se refleja también en su distin­
ta y peculiar composiciôn de aminoâcidos. Si bien es ver 
dad que la proporciôn de lisina y arginina en Fl de Dro­
sophila me1anogaster es prâcticamente igual que en Fl de 
:itgado de rata, en cambio varîan considerablemente todos 
mâs aminoâcidos (Rodriguez y col., 1974). Contiene
acAa mener proporciôn de prolina, glicocola y lanina, y 
i r. cambio es tan aumentadas considerablemente las propor­
ciones de residues hidrofôbicos e hidrofilicos. Particu 
lamente llamativa es la presencia en la Fl de Drosophi­
la melanogaster de metionina, histidina y cisteina. Con 
cretamente la presencia de cisteina es una particulari—  
dad importante, dado que este residuo solo ha sido detec 
tado en la fracciôn F3 y en F2A1 de equinodermos.
La existencia de un residuo de metionina en la 
molecula de Fl de Drosophila melanogaster hace posible - 
su ruptura especifica en dos péptidos. Tal como se ha - 
observado en otros materiales y se ha discutido anterior 
mente, la parte C-terminal de la molécula parece bastan- 
te conservativa y contiene la mayoria de los residuos bâ 
sicos, pudiendo ser esta parte la directamente implicada 
en la interacciôn con la molecula de DNA. En cambio se 
observan grandes diferencias en la parte N-terminal con 
respecto a mamiferos (Alfageme y col., 1974). Estos au­
tores llegan incluso a proponer la posibilidad de que es 
ta gran diferencia ha de ser responsable de acentuados - 
cambios estructurales en la fracciôn Fl de insectos que 
condiciona de particular forma el "entrecruzamiento" de 
molôculas de DNA, pudiendo ser causa de la formaciôn de 
los cromosomas politécnicos en estas especies. Sin em—  
bargo Fasman y col. (1971) encontraron que la parte C-ter 
i.îinal de la molécula de Fl es la que causa mâs pro fun do s 
cambios conformacionales en el DNA actuando la parte —
.-''rminal como inhibidor de este cambio conformacional,
; 1 ...a.j ademâs especifico en cada caso concreto.
. IliTERACCIONES HISTONAS-DNA
Al enfrentarse con el problema de las interac- 
ciones que tienen lugar entre el DNA y las histonas son 
dos las cuestiones fundamentales que se presentan. Por 
una parte el llegar a saber la naturaleza de la interac­
ciôn, que lleva implicito el conocimiento de la energia 
libre de la asociaciôn, y por otro, las modificaciones - 
estructurales que tal asociaciôn induce en el DNA.
Pero al tratar de resolver el primer prablema 
existen varios hechos contradictories. Es évidente que 
las histonas interaccionan con el DNA. La existencia de 
nucleoproteinas estables a fuerzas iônicas no muy altas 
impliea la existencia de interacciones electrostâticas - 
entre ambas especies moleculares. Por otra parte las —  
histonas precipitan el DNA en disoluciôn, por lo que tam 
bien es una evidencia de la interacciôn (jolins y Forres­
ter, 1970). La forma de cuàntificar este fenomeno es —  
llegar a encontrar la relaciôn histona/DNA a la cual se 
produce la precipitaciôn. El primer hecho relevante que 
aparece es la distinta capacidad précipitante de las di­
ferentes fracciones (Johns y Forrester, 1970). Asi es la 
fracciôn Fl la que a menores concentraciones précipita - 
cl DNA. Pero por otra parte en las pruebas de disocia—  
ciôn salina, en las cuales se va aumentando progresiva—  
mente la fuerza iônica del medio y estudiando la separa­
tion selectiva de las distintas fracciones, es la frac—  
Fl la que antes se sépara (Johns y Forrester, 1969).
... d v3 hechos parecen contradictories: t> ,p una parte 
: fracciôn Fl es la mas debilmcnte unida al DMA y por -
-)tra es la fracciôn que con mayor facilidad interacciona 
con el DNA formando agregados de alto peso molecular. ES 
ta contradicciôn puede tener la respuesta en la interven 
cion de un factor estructural que condiciona no tanto la 
energia de interacciôn como el modo en el cual dicha in­
teracciôn se produce.
Si bien parece évidente la existencia de inter 
acciones hidrofobicas en la asociaciôn histona DNA, pues 
tas de manifiesto por la acciôn de distintos disolventes 
sobre la estabilidad termina de los complejos (Olins, —  
1969), asi como la distinta acciôn de disolventes apola- 
res en la separacion selectiva de fracciones, hay abun—  
dantes razones para pensar que la mayor contribuciôn —  
energética en la asociaciôn se debe a interacciones elec 
trostâticas, ya que los residuos bâsicos de la fracciôn 
Fl estân neutralizados en un 80% cuando se encuentra aso 
ciada al DNA (Murray, 1969) y es probable que la precipi 
taciôn del DNA por histonas se produzca debido a la for­
maciôn de puentes salinos, ya que al disminuir excesiva- 
mente la fuerza iônica del medio decrece la precipitaciôn 
(Sluyser y Snellen-Jurgens, 1970). Por otra parte la —  
fracciôn Fl es la que mener carga neta posee de todas —  
las fracciones, siendo por tanto lôgico que sea la que - 
antes se sépara cuando se aumenta progresivaniente la fuer 
oa iônica del medio, sobre el supuesto de que sean inter 
.1'.'clones iônicas las que establezcan la asociaciôn (Johns,
Por tanto, las razones de la mayor o menor pre 
;taciôn del DNA por las distintas fracciones de histo 
n.is liabra que buscarlas mâs en la forma en la cual se —
:oaUsa la asociaciôn que en la naturaleza de las frac—  
clones que la producen.
Basândose en los anteriores hechos, asi como - 
en el efecto que produce la adiciôn de pequehos péptidos 
al medio de precipitaciôn, Sluyser y Snellen-Jurgens —  
(1970) concibieron un modelo en el cual se justifican —  
los hechos expérimentales. Lo que en realidad justifica 
la mayor o menor capacidad de precipitaciôn de las dis—  
tintas fracciones es su facultad de "entrecruzar" distin 
tas moléculas de DNA. Por tanto, tan importante como la 
carga neta positiva de las distintas fracciones va a ser 
la particular conformaciôn de la proteina. Y la varia—  
ciôn de la fuerza iônica es posible que ho solo tenga un 
papel neutralizante de interacciones electrostâticas, au 
mentando la constante dieléctrica del medio, sino también 
modificando la conformaciôn de la proteina, y por ende - 
su capacidad de entrecruzar distintas moléculas de DNA.
La conformaciôn mâs o menos extendida de la molécula ha 
de favorecer o restringir, respectivamente, el entrecru- 
zamient;.
Existen numerosos datos acerca de la estructu- 
IV, secundaria de las distintas fracciones de histonas en
disoluciôn. Las técnicas sin duda mâs empleadas, que --
)orraitcn el câlculo del tanto por ciento de a-hélice exis 
en disoluciôn son el Dicroismo Circular (d .C.) y -
.3 dispersion Rotatoria Optica (D.R.O.). L;s cstudios —  
..-ricialcs se deben a Elliot y col. (1962) quienes observa 
. V-: cl comportamiento de histona total en agua y urea 8M, 
o ,nde la proteina permanecia completamente en cadena esta 
ùistica, y en dicloroetanol, en cuyo medio adopta una es- 
tructura parcialmente hélicoïdal.
Posteriormente se han estudiado por estas técn_i 
cas detalles estructurales de cada fracciôn particular, - 
relacionando las transiciones conformacionales con distin 
tas variables, taies como el pH, fuerza iônica del medio, 
distintos aniones, etc. (Bradbury y col., 1965, 1967; Jir 
gensons y Hnilica, 1965; Fasman y col., 1970, 1971; Wickett 
y col., 1972; Boublik, 1970 a y b; D'Anna e Isenberg, —
1974). Parece ser que todas las fracciones tienden a for 
niar a-hélice cuando se modifican convenientemente las con 
diciones del medio excepte la fracciôn Fl que permanece - 
en cadena estadistica. Por otra parte cstudios de infra- 
rrojo han demostrado la existencia de estructura -exteh- - 
dida en esta fracciôn. Este comportamiento estructural - 
estâ completamente de acuerdo con la composiciôn de ami—  
noâcidos de cada fracciôn, y la participaciôn de los dis­
tintos residuos en las estructuras a-helicoidales se pu—  
sieron de manifiesto utilizando técnicas de Resonancia —  
Kagnética Nuclear (Boublik y col., 1970 a y b). Asi, en 
la région central de la fracciôn Fl comprendida entre los 
aminoâcidos 50 y 106 tiende a formar estructuras ordena—  
das al aumentar la fuerza iônica del medio, mientras que 
cl resta de la molécula oermanece en cadena estadistica —
(Bradbury y Rattle, 1972). La parte inferior de la molé-
: -, ccndente a formar estructuras ordenadas, fundeimen—
: ..cute estructuras en la fracciôn Fl, puede intervenir 
n fcnômenos de interacciôn intercadena, asociândose con 
)tras moléculas homologas, y los extremes, con gran pro—  
porcion de residuos bâsicos y que no forman estructuras - 
ordenadas, sino que permanecen en cadena estadistica, po- 
drian estar implicadas en la interacciôn con moléculas de 
DNA.
Por tanto, y como conclusion de todo lo anterior 
mente expuesto, parece ser que en las particulares carac­
teristicas de interacciôn DNA-histonas tiene un papel dec£ 
sivo la conformaciôn que adopta cada fracciôn.
1.6. ESTRUCTURA DE LAS NUCLSOHISTÛNAS
Como consecuencia de la interacciôn histonas-DNA 
es de esperar que ocurran alteraciones estructurales tan­
to en el âcido nucleico como en la proteina. Estas modi- 
ficaciones en la proteina pueden ser debidas al particu—  
lar efecto iônico que la neutralizaciôn de sus cargas po­
sitivas Duede realizar el DMA, que actuarâ como un polia- 
niôn. En cuando al DNA, debido a su gran tamaho molecu—  
lar y su posible flexibilidad mecânica ouede alterarse su 
estructura como consecuencia de las restricciones estéri- 
cas a que estâ sometido como consecuencia de la interac—
’ i 'ni.
For difraccion de rayas X se pueden obtener de- 
i.-lles estructurales de los complejos DNA-histonas. Tiene 
■ I inconveniente esta técnica de utilisar fibras de nucleo 
aistonas y a "priori" no se puede decidir si tendra el mis 
mo comportamiento estructural que en disoluciôn. Se obser 
vô que en las fibras de nucleohistonas aparecian una serie 
de anillos a 11.0, 5.5, 3.7, 2.7 y 2.2 nm. Para explicar 
el origen de estas reflexiones, Wilkins (1964) propuso un 
modelo de cromatina segûn el cual el DNA, como consecuen­
cia de su interacciôn con las histonas, adoptarîa una con 
figuraciôn superhelicoidal. Durante una década se admitiô, 
con algunas precisiones, (Richards y Pardon, 1970), este - 
modelo, que fundamentalmente implicaba que el ûnico motivo 
repetitivü a lo.largo de las fibras de cromatina era el pa 
50 de la suoerhélice, que daria origen a todas las refie—  
xiones, y que la intensidad de los anillos de difracciôn - 
dependerîa primariamente del DNA (Pardon y Wilkins, 1972).
Pero hace dos ahos las ideas sobre la estructura 
de la cromatina comenzaron a cambiar como consecuencia de 
varios hallazgos expérimentales. Hewish y Burgoyne (1973) 
encontraron que después de digerir la cromatina con endonu 
cleasa, el DNA residual estaba constituîdo oor una serie - 
regular de fragmentes, cuyos tamaîios eran mûltiplos ente—  
ros del del fragmente mâs pequeho. Poco mâs tarde se pudo 
cornprobar que los fragmentes menores, cuya proporciôn au—  
■iientaba con cl tiempo de incubaciôn, contenian cerca de —  
200 pares de bases (Burgoyne y col., 1974). Sahasrabuddhe 
Van Holde (1974), por otra oarte, demostraron que los —  
;ontos de 200 pares de bases forman unas estructuras
-articulas PS- compactas y aproximadamcnte esféricas co- 
sc dcsprende su comportamiento hidrodinâmico. La es—  
tructura compacta se destruye por tratamiento con tripsi- 
na, lo que demuestra que esta mantenida por las histonas. 
Olins y Olins (1974) pudieron visualizar en la cromatina 
nativa, rnediante microscopîa electrônica, unas particulas 
semejantes, a las que denominaron cuerpos y y todos estos 
resultados movieron a Van Holde a postular un modelo pe—  
riôdico para la estructura de la cromatina, en el que la 
periodicidad derivaba de la disposicion regular de los —  
cuerpos (Van Holde y col., 1974). Por otra parte, Korn 
berg (1974) postulaba en la misma fecha que la distribu—  
ciôn de las histonas a lo largo de la fibra de cromatina 
ténia como unidad repetitiva un octâmero formado por un — 
tetrâmero (F2B - F2A2)p y otro (F3 - F2Al)2*
La reconciliaciôn entre los modelos de organize 
ciôn periodica y la existencia de superhélice ha sido po­
sible recientemente gracias a los trabajos del grupo de - 
Bradbury sobre difracciôn de neutrônes por la cromatina. 
Gracias a que los âtomos de hidrôgeno dispersan los neu—  
trônes de un modo anômalo, es posible distinguir las re—
é
flexiones debidas al DNA de las originadas oor las protei^  
nas. Asi se ha podido concluir que el espaciado de 11 nm 
proviene de la proteina y corresponde a la separacion en­
tre cuerpos j/ , mientras qu las reflexiones de 5.5 y 2.7 
nm estan originadas por el DNA y responden a la existen—  
cia de 1.5-2 vueltas de una superhélice de DNA de 5«5 nm 
de oas0 por cada cuerpo p (Baldwin y col., 1975). Segûn 
5te ■. del ), el DNA séria exterior al nûcleo central oc ta
i
'ricj ac histonas, lo que estâ de acuerdo con algunos re 
..0.1 tados expérimentales (Noll, 1974) y predicciones teôri 
cas (Criclc y Klug, 1975).
Pero los datos obtenidos rnediante difracciôn de 
ray05 X han de coincidir con los resultados estadîsticos 
ibtenidos por otras técnicas taies c@mo el D.C. Al reali 
zar el espectro de DN de nucleohistonas se obtienen varias 
bandas de absorciôn opticamente activas. El espectro se 
puede dividir en dos regiones, anterior y posterior a 250 
nm respectivamente. En la region comprendida entre 250 - 
nm y 320 nm se obtienen las bandas correspondientes al —  
DNA de la nucleohistona, siendo très las fundamentales. 
Hacia los 300 nm aparece una débil banda negativa, simi—  
lar en localizaciôn a la que aparece en DNA native (Sar—  
Icer y col., 1967) aunque de mayor magnitud de elipticidad. 
La banda de elipticidad positiva que aparece a 270 nm en 
el DNA se desdobla en dos bandas en la nucleohistona, a - 
280 y 272 nm respectivamente. A menores longitudes de on 
da aparece una banda a 245 nm, también identificada como 
corresponciente al DNA libre en disoluciôn (Brahms y Mom- 
maerts, 1964; Sarker y col., 1967; Mommaerts, 1968). Tam 
b en présenta el espectro dos bandas bien definidas, de - 
elipticidad negativa, a 207 y 223 nm, propias de un espec 
tro de proteina con una alta proporciôn de estructura a-he 
licoidal (aproximadamcnte el 35-40% de a-hélice). Quizâ 
cl hecho mâs relevante del espectro es la reduccion cons^ i 
durable de elipticidad a 230 nm en el complejo, que repre 
' ' n La sol el 70% con respecto al DNA libre en disoluciôn.
. . resulted) se ouede interpreter si se considéra que el
V 0 : le jado con histonas forma una estructura superhe- 
.10 vidai. Entonces la disminuciôn de elipticidad puede - 
debcrse a la parcial distorsion de las bases, que dejan - 
dc estar completamente paralelas tal como sucede en el —  
DNA libre, como consecuencia de la formaciôn de dicha su- 
perestructura en el complejo (Bonner y Tuan, 1968).
Sin embargo es interesante ver el papel de las 
distintas fracciones de histonas en la modificacion estrue 
tural del DNA como consecuencia de la formaciôn de los —  
complejos. Los expérimentes de difracciôn de rayos X se 
realizaron tanto a partir de nucleohistona nativa, a la - 
cual se le iba extrayendo selectivamente las distintas —  
fracciones de histonas, como a partir de complejos de nu­
cleohistonas reconstituidas, a partir de DNA y de las dis 
tintas fracciones de histonas. En ambos casos era eviden 
te la incapacidad de la fracciôn Fl de formar esta estruc 
tura frente a la semejante capacidad de las restantes —  
fracciones (Richards y Pardon, 1970; Garret, 1971; Bradbu 
ry y col. 1972). Estos datos son totalmente concordantes 
con los resultados obtenidos por técnicas de D.C., estu—  
diando la variaciôn de elipticidad a 280 nm frente a la - 
fuerza iônica del medio. Asi se observé que la fracciôn 
Fl no alteraba prâcticamente la estructura secundaria del 
DNA (simpson y Sober, 1970). Estudios semejantes lleva—  
dos a cabo con cromosomas dieron los mismos resultados —  
(Matsuyama y col., 1971; Wagner y Spelberg, 1971; Shih y - 
Lake, 1972) lo que ademâs constituyô una prueba de que —  
Lanto la cromatina como los cromosomas estân constituldos 
a misma estructura secundaria elemental y lo ûnico - 
;■ varia es el estado de agregaciôn molecular.
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Parece ser, pues, que todas las fracciones de - 
, f:tunas, exceptuando la fracciôn Fl, estân en mayor o me 
oor grado implicadas en la formaciôn de superhélice, hecho 
favorecido sin duda por la particular estructura secunda­
ria de estas fracciones que al poseer gran proporciôn de 
a-hélice favorecen las interacciones apropiadas para la - 
formaciôn de esta estructura, puesto de manifiesto sobre 
modelas atomicos donde el ûnico factor déterminante es la 
estereoespecificidad.
La superhélice ha de tener sin duda transcenden 
cia funcional. Johns (1969) opina que la superhélice im- 
pide la actuaciôn de la RNA polimerasa. Por otra parte - 
la fracciôn Fl, incapaz de formar superhélice, es la frac 
ciôn que menas inhibe la transcripciôn de DNA (Alfrey y - 
col., 1963; Hindley, 1963). Para la Fl estarîa, pues, re 
servado el papel de "entrecruzar" distintas moléculas de 
DMA, y por tanto capaz de alterar ûnicamente las propieda 
des flsicas a nivel "macroscopico" del material genético 
(oor ejemplo, paso de cromatina densa a cromatina difusa). 
La capacidad de la fracciôn Fi de entrecruzar moléculas - 
de DMA hoy dia ya no es meramente una hipôtesis que justi 
fica determinados hechos expérimentales ( contradicciôn en 
trc pruebas de precipitaciôn y disociaciôn) sino también 
un hech) comprobado por expérimentes de ultracentrifuga—  
ciôn y viscosimetrîa que ahaden mayores evidencias a la - 
anterior hipôtesis (Lindigkeit y col., 1974; Smart y Bonner 
1971; Littau y col., 1965 b; Fasman y col., 1970).
La modificacion estructural del DNA como conse- 
ncia de su interacciôn con histonas tiene también con-
îr. ias en otras propiedades flsicas, tal como el as- 
::t.; de las curvas de transiciôn têrniica. La apariciôn 
■ una Dolifasicidad en dichas curvas demuestra la exis- 
Laiiciu de zonas cualitativamente distintas en los comple 
jos DNA-histonas. Concretamente, en los complejos DNA-Fl 
aparecen dos puntos de inflexion, uno de ellos correspon- 
diente a una temperatura de transiciôn del orden de magni 
tud al correspondiente al DNA libre, aunque si bien se - 
rnodifica por la distinta relaciôn DNA-Fl de los comple—  
jos, y otro que permanece constante y que tiene un valor 
muy superior (Olins y Olins, 1971). Este hecho hace pen 
sar que existen dos regiones claramente distintas en el 
DMA en su asociaciôn a la proteina. Existiria una zona 
de intima union, que conduciria a una estructura Clara—  
mente distinta, con muy superior energia libre en la aso 
ciaciôn y con una caracterîstica, y otra parte a la - 
cual no se une la fracciôn Fl, cuyo valor de es idén­
tico al DNA libre, y que sin embargo se puede ver modifi 
cado por la distinta proporciôn de asociada, posiblemen- 
te porque ésta actûa como polication estabilizando la do 
ble hélice de la misma forma que lo hace la fuerza iôni­
ca del medio. La posibilidad de fragmentar el complejo 
con ultrasonidos y separar los distintos fragmentes por 
cromatocrafia puede proporcionar evidencias de las dis—  
tintas partes del DNA donde la fracciôn Fl se une (Anse- 
vin y col., 1971). La constancia en proporciôn de bases 
en estos fragmentes asi separados hace pensar en una po­
sible csoecificidad en la interacciôn. Aunque existen - 
: l e,:s evidencias en esta posible especificidad (Sponar y 
, 1972; Wahling y col., 1975) no son lo suficiente—
explicitas corno para poder deducir de forma Clara - 
: que existan reconocimientos biunivocos entre ambas es- 
ecies moleculares. De todas formas las curvas de transi 
ciôn aportan una valiosa informaciôn sobre los complejos. 
Sus formas caracteristicas proporcionan informaciôn de —  
las relaciones entre el incremento de entalpia y el incre 
mento de entropîa en las transiciones conformacionales, 
asi como de los fenomenos cooperatives que tienen lugar - 
en la transformaciôn.
1.7. DIRECCIûM DE LA IMVESTIGACION REALIZADA
Aunque, como ha quedado expuesto en los aparta- 
dos précédentes, el conocimiento actual de las histonas - 
abarca desde los mamiferos hasta los organismes unicelula 
res, la mayor parte de las investigaciones realizadas se 
han efectuado con organismes superiores. Es particular—  
me-te llamativa la escasez de informaciôn sobre histonas 
de insectos, a pesar del interês que elle tiene, tanto —  
por su situaciôn intermedia en la escala evolutiva, como 
P'or les cambios definides que experiment an durante su me- 
taioorfosis y diferenciacion.
Salvo algûn estudie realizado con Qncopeltus dos- 
ci a tus (Harris y Forrest, 1970) y con Acheta domestica —  
(Pallotta y Berlowitz, 1970), las investigaciones sobre - 
i otunas de insectos se han llevado a cabo con Drosophila
y Johns, 1969; Cohen y Gotchel, 1971; Oliver y Chai.
klcy, 1372; Alfageme y col., 1974). En ellas se ha pues- 
to de manifiesto que, con la excepciôn de la fracciôn muy 
rica en lisina, Fl, las demâs histonas son muy semejantes 
a las de organismes superiores. Este hecho es perfecta—  
mente tôpico si se tienen en cuenta las caracteristicas - 
de conservatividad anteriormente aludidas.
El propôsito del présente trabajo es la aporta- 
cion de nuevos datos sobre la naturaleza de las histonas 
de insectos, con el fin de completar esa escasez de cono­
cimiento varias veces referida. Como material biolôgico . 
se ha elegido el diptero Ceratitis capitata cuyo ciclo v± 
tal y bioquimica del desarrollo se conoce suficientemente 
como consecuencia de investigaciones realizadas previamen 
te en este Departamento (Fernândez-Sousa y col., 1971; Mu 
nicio y col., 1971, 1972).
El objetivo de esta Memoria se centra mâs part£ 
cularmente en el estudio de la histona Fl, que, como se - 
discutirâ mâs adelante, es la que présenta rasgos mâs pe- 
culiares, de acuerdo con las ideas comentadas. En este - 
sentido, se aportan datos que constituyen una contribuciôn 
al conocimiento de la funciôn e historié, evolutiva de la 
histona de papel mâs singular en la estructura del mate—  
rial genético de eucariontes. Como etapa previa a este - 
estudio, ha sido necesaria, evidentemente, la caracteriza 
ciôn de las histonas del insecto y la puesta a punto de - 
métodos de aislamiento y purificaciôn.

M A T E R I A L M E T 0 D 0 S

II.- M A T E R I A L  Y M E T O D O S
2.1. PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO
Se utilizô el material cedido por el Institute 
de Investigaciones Agronomicas (diptero Ceratitis capita­
ta) , cultivado segun el procedimiento descrito por Muni- 
cio y col. (1970).
Los insectos, recogidos en su estado de adulto 
farato, se conservaron en -152C hasta su utilizaciôn.
2.2. PREPARACION DE CROMATINA
La preparacion de cromatina cruda (no purifica 
da), fue paso previo a cualqaier preparacion de histonas. 
No se considéré necesario en la mayoria de los casos su 
purificaciôn ya que se obtenian a partir de ella histo­
nas con suficiente grado de pureza lo que simplificaba 
mucho la metodologia.
Para su preparacion se utilizô el mêtodo descri 
to por Dick y Johns (1969) ligeramente modificado. Se h£ 
niogeneizô el material de partida (diptero Ceratitis capi­
tata, en su estado de adulto farato) convenientemente la- 
vado para eliminar los restos de dieta que pudieran que—  
dar adheridos a él, en aproximadarnente cinco volûmenes —  
(peso/volumen) de una disoluciôn de ClNa 0.14M - Citrato 
trisôdico O.OIM en "Omni Mixer” Sorvall durante cinco mi­
nutes a 220 V. A continuaciôn se filtrô a través de cua- 
tro capas de gasa y el filtrado se centrifugé a 1.500 g 
durante 30 minutes en rotor angular CSA de la centrifuga 
Sorvall RC-28. El sedimento résultante, convenientemente 
suspendido, se lavô en dos volûmenes de ClNa 0.14M - Tris 
O.OIM, pH 7-5» centrifugândose en las mismas condiciones, 
pero solamente durante 15 minutos. El lavado se repitiô 
hasta que el sobrenadante quedô completamente claro (con 
cuatro o cinco lavados era suficiente). El sedimento fi­
nal, llamado cromatina cruda, se utilizô directamente co- 
mo material para el aislamiento de las distintas fraccio- 
nes de histonas, asi como de las histonas totales.
Ocasionalmente se utilizô el método descrito —  
por Bonner y col. (1968), que esencialmente es idéntico, 
variando unieamente el medio de hoinogeneizacion (ClNa 
0.075M - EDTA 0.025M, pH 8). A priori tiene este proce­
dimiento la ventaja de eliminar cationes taies como el - 
calcio del medio, lo que hace mâs dificil la posible aglu 
tlnaciôn de los nûcleos y la pérdida de rendimiento subs£ 
■i’*^ nte al filtrar.
Con el objeto de purificar esta cromatina cru- 
ca, se resuspendio en tampon Tris - CIH 0.05M pH 8 hasta 
una concentracion aproximada de 0.5 mg de DiA por ml: La
suspension se homogeneizo en un Potter-Elvehjen de vidrio 
con émbolo de teflon de perfecto ajuste y se sometiô a —  
centrifugaciôn en gradiente discontinuo de sacarosa (Art- 
man y Roth, 1971) en tubos de centrifuga de 50 ml. El -—  
gradiente se formé con 15 ml de sacarosa 2M - capa infe—  
rior - y 15 ml de sacarosa 1.5M - capa superior-. Sobre 
esta ultima se depositaron 10 ml de la suspensiôn de cro­
matina cruda y la centrifugaciôn se realizô en el rotor - 
flotante HB4 de la centrifuga Sorvall durante très horas 
a 27.000 g. El sedimento se lavô très veces con ClNa —  
0.14M y se centrifugé en cada lavado a 12.000 g durante - 
15 minutos. A este sedimento ultimo se le denominô croma 
tina purificada.
2.3. AISLAMIENTO DE HISTONAS TOTALES
Las histonas se obtuvieron a partir de cromati­
na, bien cruda o bien purificada, por dos distintos proce 
dimientos:
a) Disociaciôn salina de la cromatina.
b) Extracciôn con âcidos diluidos.
.3.1. DISOCIACION SALINA DE LA CROMATINA
Se utilizô el método descrito por Dick y Johns 
(1969a) con ligeras modificaciones.
La cromatina se resuspendio y se lavô dos veces 
en aproximadarnente dos volûmenes de ClNa 0.25M - Tris —  
O.OIM pH 7 .5, centrifugândose a 1.500 g durante 15 minu—  
tos. El objeto es eliminar lo mas posible la contamina—  
ciôn por proteinas extracromosomales que pudieran quedar 
interaccionando debilmente con la cromatina (Johns y Fo—  
rrester, 1969a). El anterior sedimento se resuspendiô en 
ClNa 20(p/v) hasta una cohcehtraciôn final en ClNa 2M eh 
un homogeneizador "Omni Mixer" Sorvall a 220 V durante un 
minuto. A continuaciôn se mantuvo en agitaciôn por lo me 
nos durante 18 horas a temperaturas no superiores a 42c. 
Esta operaciôn tiene como fin el solubilizar y disociar - 
completamente los componentes de la cromatina. El sedi—  
mento insoluble se separô por centrifugaciôn (30.000 g du 
rante 80 minutos) y el sobrenadante se clarificô filtrân— 
dolo a través de plaça de vidrio poroso ns 4 para elimi—  
nar cualquier particula en suspension. Sobre el filtrado 
se anadiô CIH IN hasta una concentracion final de 0.25N - 
con lo que précipita tanto el DMA como las proteinas âci- 
das, permaneciendo las histonas totales en disoluciôn. El 
precipitado se separô por centrifugaciôn, y el sobrenadan 
te (que contiene las histonas totales) se dializô frente 
a agua destilada durante 18 horas, con 4 6 5 cambios de -
ujua, con el fin de eliminar el ClNa que de estar presen­
ts precipitaria junto con las histonas en posteriores ope 
r- clones. Una vez realizada la dialisis, los histonas se 
precipitaron ahadiendo echo volûmenes de acetona y se re- 
cogieron por centrifugaciôn; se lavaron très o cuatro ve­
ces con acetona seca y se secaron a vacio. En ocasiones 
no se produjo inmediatamente la precipitaciôn, en cuyo ca 
so se guardo a -202C en congelador hasta la apariciôn de 
precipitado.
La precipitaciôn de histonas totales también se 
realizô con TCA 100%(p/v) hasta una concentraciôn final - 
del 18%. En estos casos no fue necesaria la diâlisis fren 
te â âguâ des tîT;âda "yâ'^ gue^ ei^  ^ es "soluble en el^TCA— ' 
aunque es preciso lavar varias veces en este medio con el 
fin de eliminarlo completamente. A continuaciôn se lavô 
con acetona, pero al ser los tricloroacetatos de histonas 
bastante solubles en este medio fue necesario tfansfôrmar 
los en hidrocloruros para lo que se ahadieron unas gotas 
de ClH concentrado sobre la disoluciôn de histonas (apro- 
ximadamente 2 ml de ClH concentrado por cada 100 ml de —  
acetona) (Johns y Butler, 1962a). Tras dos lavados en —  
acetona-ClH (en las proporciones anteriormente indicadas), 
se lavaron nuevamente dos ô très veces con acetona y se - 
secaron a vacio.
Este procedimiento tiene la ventaja de eliminar 
prâcticamente todo el material extracromosomal insoluble, 
que puede solubilizarse en cambio en medios âcidos dilui- 
(lo*, con lo que se hace muy aconsejable su utilizaciôn —
cuando se extraigan histonas totales a partir de "croma­
tina cruda". Sin embargo la precipitaciôn de âcidos nu- 
cleicos por adicion de ClH puede provocar la reasociacion 
de algunas de las fracciones de histonas, obteniéndose - 
por tanto menor rendimiento de ellas en la preparacion - 
final (Ohlenbusch y col. 1967). También se puede produ- 
cir agregados en medios de alta fuerza ionica y valores 
de pH superiores a 4 (Davison y col. 1956; Johns, 1968; 
Phillips, 1962).
2.3.2. EXTRACCION ACIDA
Para la preparacion de histonas totales por ex 
traccion acida de cromatina se siguio el método descrito 
por Johns (1967a).
Después de realizar los lavados con ClNa 0.25M 
- Tris O.OIM pH 7*5 de la misma forma y con el mismo ob­
jeto que se ha indicado en el caso de la disociaciôn sa­
lina, el sedimento se resuspendio en Tris O.OIM pH 8 y se 
le anadiô un volumen igual de ClH 0.5N. La suspensiôn - 
se agité durante très horas a tempeisLuras inferiores a - 
42c y posteriormente se centrifugé a 12.000 g durante 15 
minutos. El âcido diluido solubilisa las histonas mien- 
tras que los âcidos nucleicos como las proteinas âcidas 
permanecen insolubles. El sobrenadante se clarificô fil. 
trândolo a través de plaça de vidrio poroso n2 4 y a con 
tinuaciôn se precipitaron las histonas ahadiendo ocho vo
lûi.iGnes de acetona. En ocasiones se afïadieron unas gotas 
de 30 q: concentrado para favorecer la precioitacion, ya2 - . 1 J
que los suifatos de histona son mâs insolubles que sus hi 
drocloruros. El orecipitado se lavô varias veces con ace 
tona y se seco a vacio.
Este procedimiento présenta varias ventajas a - 
priori con respecto al anteriormente expuesto. El âcido 
diluido inhibe, por ejemplo, la acciôn de las enzimas pro 
teolîticas (Golg y Fahrney, 1964). También évita la agre 
gaciôn de las histonas (Sautiere y col. 1972). Sin embar 
go produce la desnaturalizaciôn de los materiales biolôg^ 
COS, no siendo ésta la uniea desventaja, ya que por otra 
parte se obtienen preparaciones mâs impurificadas debido 
a que no existe la previa eliminaciôn de proteinas extra­
cromosomales insolubles que tiene lugar en el procedimien 
to de la disociaciôn salina, tal como se ha discutido.
2.4. EXTRACCION SELECTIVA DE FRACCIONES
2.4.1. EXTRACCION SELECTIVA DE FI
La fracciôn FI de histona se préparé a partir - 
de cromatina cruda por el método descrito por Johns y —  
Butler (1962a).
Se anadiô medio volumen de FCA 5%(?/v) con res-
pecto al peso inicial del material biologico empleado (Ce­
ratitis capitata intacta) sobre la cromatina cruda y se - 
homogeneizo durante 5 minutos en "Omni Mixer" Sorvall a - 
220 V a una temperatura inferior a 42c. Una vez homogenei 
zado se centrifugé a 30.000 g durante 15 minutos, y el so 
brenadante se clarificô a través de plaça de vidrio poro­
so n2 4, precipitando a continuaciôn por adiciôn de TCA 
100%(p/v) hasta una concentraciôn final del 18%(p/v). Con 
el precipitado obtenido se operô de manera similar a la - 
descrita en anteriores apartados para histonas totales.
Johns y Butler (1962a) discuten la extracciôn - 
selectiva que es capaz de realizar el PCA 5%(p/v). A es­
ta concentraciôn de PCA la ûnica histona que permanece so 
lubie es la fr acciôn Fl, mien tras que las demâs se preci- 
pitan, pudiéndose por t^nto separar selectivamente.
2.4.2. SSPARACION SELECTIVA DE LAS RESTANTES FRACCIONES
Las restantes fracciones o mezclas particulares 
de las mismas se obtuvieron por tratamiento de la cromat£ 
na cruda con diswlventes orgânicos. Asi, estâ descrito - 
que la extracciôn con Etanol-CIH conduce a la separaciôn 
selectiva de una mezcla de las fracciones F2A y F3 (Johns 
y col. i960).
Para realizar lo anteriormente dicho se siguio 
la siguiente pauta experimental : la cromatina cruda se -
lavô dos veces con etanol 90%, tras lo cual se realizô la
extracciôn con etanol 80%- ClH 0.25N, en una proporciôn — 
de 100 ml por 20 mg de DNA contenidos en la cromatina, —  
manteniôndose en agitaciôn durante 18 horas. Posterior—  
mente se centrifugô durante 15 minutos a 12.000 g, anadién 
dose sobre el sobrenadante résultante cinco volûmenes de 
acetona. Las proteinas asi precipitadas se lavaron dos - 
veces con acetona y se secaron a vacio.
Johns (1967) describiô un procedimiento para ex 
traer selectivamente las fracciones F2A utilizando etanol 
-ClGu. Se siguio este procedimiento para la extracciôn - 
de dichas fracciones de Ceratitis capitata. Para ello la 
cromatina cruda se lavô dos veces con ClNa 0.25M — Tris 
O.OIM pH 7*5. A continuaciôn se sometiô a otros dos lava 
dos con etanol 80% con el fin de asegurar que el disolven 
te etanol-ClGu utilizado para la extracciôn no se diluye- 
ra con el agua présente en el residuo hûmedo. El sedimen 
to final se sometiô a extracciôn con etanol 75%-ClGu —  
10%(p/v), pH 7.0 suspendiendo una cantidad de cromatina 
cruda équivalente a 200 mg de DNA en 100 ml del medio de 
extracciôn. La suspensiôn se mantuvo en agitaciôn duran­
te 18 horas a una temperatura inferior' a 42C. A continua 
ciôn se centrifugô a 12.000 g durante 10 minutos. El ex­
tracto se clarificô a través de plaça de vidrio poroso n2 
4, y una vez clarificado se precipitaron las histonas por 
adiciôn de cuatro volûmenes de acetona, lavândose el pre­
cipitado varias con acetona seca y secândose a vacio.
Este extracto de etanol-ClGu se puede subfraccio 
nar en sus dos componentes (F2A1 y F2A2) por precipitaciôn
fraccionada con acetona (Perera, 1975). Sobre el extrac- 
to de etanol-ClGu de cromatina cruda, una vez clarificado 
tal como se ha indieado en el parrafo anterior, se anadiô 
un vo lumen de acetona y se dejô en repose, en frio, dur an 
te 12 horas. El precipitado se recogiô por centrifugaciôn 
y sobre el sobrenadante se ahadieron otros très volûmenes 
de acetona. Tras un nuevo repose en frio se obtuvo otro 
precipitado, que nuevamente se separô por centrifugaciôn. 
Ambos sedimentos, obtenidos por precipitaciôn con une y - 
cuatro volûmenes de acetona sobre el extracto de etanol- 
ClGu se lavaron una vez con una disoluciôn idêntica en - 
composiciôn al medio de donde se precipitaron, dos veces 
con acetona y se secaron a vacio.
2.5 . AISLAMIENTO DE DNA
El DNA de timo de ternera utilizado en los ex- 
pcrimentos de precipitaciôn, asi como en los de reasocia 
ciôn de nucleoproteina se aislô segûn el método modifica 
do de Marmur (1961) descrito por Paul'y Gilmour (1968).
Se obtuvo previamente una suspensiôn de nûcleos 
homogeneizando el tejido en "Omni Mixer" Sorvall durante 
dos minutos a 220 V en 10 volûmenes de âcido citrico —  
0.025M y lavândolos posteriormente en el mismo medio has 
ta la apariciôn de un sobrenadante perfectamente claro.
En todos los casos se centrifugô a 2.000 g durante 5 mi­
nutes . A esta suspension de nûcleos se le diô un ûltimo
Lc.vado con Tris 0.5M, pH 7*5 y se suspendieron en 10 volû 
î.ienes de ClNa 0.15M-EDTA O.IM pH 8. A continuaciôn se —  
anadiô SDS al 10%(p/v) hasta una concentraciôn final de - 
2%(p/v), agitândose durante una hora, después de lo cual 
se æadiô CIO^K 5M hasta una concentraciôn final de 114.
La mezcla se desproteneizô repetidas veces con 
cloroformo-octanol(24:1 p/v) hasta que no aparecîa preci­
pitado en la interfase. El DNA permanecia disuelto en la 
fase acuosa, de dondë se separô precipitando con dos volû 
menes de etanol. Junto con el DNA précipita también en - 
esta operaciôn el RNA. Se hizo una primera separaciôn me 
cânica de ambos âcidos nucleicos enrollando con una vari- 
11a el DMA precipitado en la interfase etanol-agua, que - 
por su carâcter fibroso forma una madeja alrededor de la 
varilla de vidrio. El D::A asi separado se redisolviô en 
la minima cantidad posible de SSC y se le anadiô ribonu- 
cleasa en una proporciôn de 50 jig por ml, incubando duran 
te 30 minutos a 37^0, al cabo de los cuales se anadiô pro 
nasa en la misma proporciôn y se prosiguiô la incubaciôn 
durante dos horas. Ambas incubaciones tenian como fin —  
destruir tanto el RNA como proteina que por estar mâs in- 
timamente unida al DNA no se éliminé en las anteriores —  
operaciones. A continuaciôn se desproteneizô nuevamente 
con cloroformo-octanol (con el fin de eliminar la pronasa 
ahadida) y por ûltimo se précipité el DNA con etanol, re- 
cogiéndose en la interfase por el procedimiento anterior­
mente indicado de enrollado en varilla. Se redisolviô el 
')rreipitado asi obtenido en 0.01 x SSC (SSC diluido al 1%),
:espu6s de lo cual se anadiô l/9 volûmenes de acetato sô 
dico 3M-SDTA O.OOIM (pH 8), y se précipité nuevamente —  
con 0.5 volûmenes de isopropanol. El DNA asi obtenido - 
se lavô repetidas veces con etanol 70% y 95% y por ûlti­
mo con etanol absoluto guardôndose seco en un frigorifi- 
co hasta su posterior utilizaciôn.
Para la preparacion de DNA de Ceratitis capita­
ta se utilizô el mismo procedimiento con la ûnica modifi 
caciôn de utilizar menos volumen de homogeneizaciôn (sola 
mente très volûmenes) debido a la menor proporciôn de —  
DNA en este material, ya que si no se hacia asi resulta- 
ba muy dificil su posterior precipitaciôn. Para compro- 
bar su pureza (contaminaciôn por RNA y proteinas) asi co 
rno para ajustar la concentraciôn de sus disoluciones fue 
précise utilizar los procedimientos detallados a conti—  
nuaciôn.
2.6. AGREGACION DE HISTONAS
2.6.1. OXIDACION DE HISTONAS
Debido a la presencia de cisteina en détermina- 
das fracciones de histonas, en condiciones oxidantes y —
adecuada concentracion, se pueden establecer puentes di- 
sulfuro intercadenas produciéndose la formaciôn de polime 
ros de la proteina y apareciendo como consecuencia en la 
electroforesis bandas de baja movilidad.
La oxidaciôn de histonas se llevô a cabo segûn 
el método descrito por Marzluff y col, (1972) tal como se 
especifica a continuaciôn.
Tanto la histona total como las distintas frac­
ciones se disolvieron en ClGu 6M-Tris 0.3M pH 8.3 en con- 
centraciones comprendidas entre 4 y 10 mg/ml, incubando a 
continuaciôn a 272c durante 16 horas. Una vez realizada 
la incubaciôn se dializô, a temperaturas inferiores a 42c, 
frente a agua destilada hasta la compléta eliminaciôn del 
ClGu (de cuatro a cinco cambios de agua destilada). Las 
histonas se precipitaron con TCA al 100%(p/v) hasta una - 
concentraciôn final del 18%, lavândose con acetona-ClH y 
acetona hasta su perfecto secado, tal como se ha descrito 
previamente para la preparacion de histonas totales, o —  
bien se liofilizô directamente.
2.6.2. SSPARACION PB FI AGRSGADA Y SIN AGRSGAR
La separaciôn de FI agregada y sin agregar se - 
intenté por cromatografia en gel y por electroforesis pre 
parativa.
a) Cromatografia en gel
La cromatografia en gel sépara fundamentalmente 
en orden a pesos moleculares, por lo que se pensô que po 
dia ser utilizada con éxito en el présente caso, dada la 
gran diferencia de movilidades electroforéticas de ambos 
estados de la fracciôn Fl. Esta têcnica ha sido descri­
ta utilizando diverses condiciones para la separaciôn de 
las distintas fracciones de histonas sin demasiada efec- 
tividad (Cruft, 1961; Phillips y Johns, 1965; Oliver y - 
col. 1972).
En el présente trabajo se utilizô la cromatogra­
fia descrita por Sommer y Chalkley (1974). Consistiô en 
una cromatografia en Bio-gel P-lOO, e:i una columna de —  
2.4 X 85 cm eqûilibrada con ClH O.OIN, que también se —  
utilizô como eluyente. La proteina sc aplicô disuelta - 
en este mismo medio a una concentraciôn de 25 mg/ml. La 
eluciôn se efectuô a un flujo de 6.5 ml/hora. Se reco—  
gieron fracciones de 2 ml y se valorô el material protei 
co en cada fracciôn midiendo la absorbancia a 230 nm en 
un espectrofotômetro Unicam SP 600. Las fracciones co—  
rrespondientes a un mismo pico se juntaron y liofiliza—  
ron.
b) Electroforesis prenarativa
La electroforesis preparative se realizô en las 
mismas condiciones que la electroforesis analitica ante­
riormente descrita con diferencias ûnica ente en el tama 
Ho del gel utilizado (5 cm de diâmetro por 6 cm de largo).
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Figura 2.1,- Montaje de geles de poliacrilamida utilizados 
en la electroforesis preparativa.
La parte inferior del gel se encuentra encerrada en una 
boisa de diâlisis, tal como se esquematiza en la Figura
2.1. La aplicaciôn de la muestra se realizô a una con­
centraciôn 50 mg/ml y la electroforesis se desarrollô a 
175 V a temperaturas inferiores a 4^C durante 12 horas. 
Transcurrido este tiempo se recogiô el contenido de la 
boisa de diâlisis, de donde se extrajo la proteina pre­
cipitando con TCA y lavando con acetona en las mismas - 
condiciones descritas en los apartados anteriores. A - 
continuaciôn se envolvio el electrodo superior con una 
boisa de diâlisis y se invirtiô la polaridad, y transcu 
rridas otras doce horas se extrajo en el tampôn superior 
la proteina precipitando en las mismas condiciones ante­
riormente indicadas.
2.7. INTERACCION DNA-HISTONAS
2.7.1. CURVAS DE PRECIPITACION
Se utilizô la têcnica descrita por Johns y Fo­
rrester (1970). A alicuotas de 5 ml de una disoluciôn - 
de DNA en ClNa 0.14M de concentraciôn 0.1 mg/ml se le ana 
dieron cantidades crecientes (0.2, 0.4, ..., 2.0 ml) de 
una disoluciôn de fracciôn de histona en ClNa 0.14M a una 
concentraciôn de 1 mg/ml, mezclando por inversiôn, lo que 
produce la precipitaciôn inmediata del DNA si ésta hubie- 
ra lugar. A continuaciôn se centrifugô a 10.000 g duran-
to 10 minutos y se midio la absorbancia a 260 nm en el so 
brenadante, con lo que se consigne saber la cantidad de - 
DNA no precipitado. For ultimo se représente el porcenta 
je de DNA precipitado en fundon de la relaciôn histona/ 
DNA, haciendo las correspondientes correcciones de volu—  
men.
Estos estudios se realizaron con Fi oxidada y - 
sin oxidar frente a DNA de Ceratitis capitata y timo de - 
ternera.
2.7 .2. DISOCIACION SELECTIVA DE CROMATINA CON ClNa
A partir de cromatina cruda, obtenida tal como 
se ha indicado en esta misma seccion, se realizoron ex—  
tracciones sucesivas aumentando cada vez mâs la fuerza - 
ionica del medio. La cromatina cruda se resuspendiô en 
ClNa 0.35M - Tris O.OIM pH 7.6, manteniéndose en agita—  
ciôn durante dos horas, transcurridas las cuales se cen­
trifugô a 30.000 g durante 30 minutos. Del sobrenadante 
se precipitaron los âcidos nucleicos con ClH IN hasta una 
concentraciôn final de 0.25N, y se siguiô el mismo proce­
dimiento que para la preparacion de histonas totales des­
crito anteriormente. Sobre el sedimento résultante de la 
extracciôn con ClNa 0.35M - Tris O.OIM pH 7.6, previo la­
vado en el mismo medio, se repitieron las mismas operacio 
nés variando la concentraciôn del ClNa empleado (o.50, —  
0 .75, 1.0, 1.5 y 2.0M).
Este mismo experimento se realizô utilizando en 
cada concentraciôn de ClNa directamente cromatina cruda - 
en ClNa 0.14M.
2.7.3* FQRI-IACION DE COMPLEJOS DNA-Fl
Tanto la Fl agregada como sin agregar de Cerati­
tis capitata se reasociaron con DNA de timo de ternera pa 
ra dar complejos solubles. Estas técnicas de reconstitu- 
ciôn del material genètico, muy utilizadas por numérosos 
autores (Li y Bonner, 1971; Rubin y Mondrianalcis, 1972; 
Adler y col, 1974; Hv/an y col. 1975) fueron convenientemen 
te modificadas en el présente trabajo.
Se utilizaron para la reasociaciôn disbluciones 
de histona ( 2 mg/ml) y DNA (0.30 mg/ml) en ClNa 3M, SO^HNa 
0.05M, Urea 5M, pH 7.8 ajustando su concentraciôn por la - 
correspondiente valoraciôn de ambas, filtradas por plaça - 
de vidrio poroso y papel. A partir de estas disoluciones 
se prepararon mezclas conteniendo distinta relaciôn histo- 
na/DNA (0.5, 1.0 y 1.5 ?/?) y se dializaron frente a los - 
siguientes medios durante el tiempo indicado al margen en 
cada caso:
ClNa 0.60M, Urea 5M, SO HNa 0.05M pH 7.8 12 horas
ClNa 0.40M, Urea 5M, SO^HNa 0.05M pH 7.8 2 horas
ClNa 0.30K, Urea 5M, SO HNa 0.05M pH 7.8 2 horas
ClNa 0.20H, Urea 5M, SO HNa 0.05M pH 7.8 2 horas
ClNa 0.15M, Urea 5M, SO HNa 0.05M pH 7.8 2 horas
Urea 5M pH 7.8 2 horas
Finalmente se realizaron dos diâlisis frente a
—4200 volûmenes de EDTA 2 x 10 M, pH 6.2, dorante 12 ho—  
ras cada una, apareciendo en todos los casos disolucio—  
nés perfectamente transparentes.
2.7.4. E3PECTR0S DE CD
Los espectros de CD de los complejos Fl-DNA se 
registraron a 22-lsc en un espectropolarimetro Cary 61.
El espectro barriô desde 300 nm hasta 210 nm, 
a una velocidad de 10 nm/min. La linea base se ajuste - 
para el disolvente utilizando el liquide de la ûltima —  
diâlisis de los complejos, aunque en algunos casos parti 
culares se hicieron las correcciones de datos necesarios 
por referencia al espectro del disolvente. La anchura - 
de la rendija se programô para una resoluciôn del orden 
de 1 nm, constante a lo largo de las longitudes de onda 
barridas. Se utilizaron cêlulas de 1 cm de poro ôptico 
y los datos se utilizaron en términos de elipticidad mo­
lar por residuo de DNA [e], donde
donde c es la concentraciôn de DNA en ug/ml y ^ es el - 
numéro de divisiones del espectro multiplicado por la es 
cala, a cada longitud de onda determinada.
:*.7.5. CURVAS DE TRAMSICIOH
Las curvas de transiciôn por desnaturalizaciôn 
têrmica de los complejos reconstituidos de Fl-DNA se cons 
truyeron midiendo el efecto hipercrômico a 260 nm como —  
una funciôn de la temperatura. Para ello se utilizô un - 
espectrofotômetro Varian Techtron G 35 termostatizado, —  
equipado con un termopar en la célula de referencia que - 
Permite registrar un aumento discreto de la temperatura - 
perfectamente controlado. Los resultados se representein 
en valores de efecto hipercrômico (e .H.) y tanto por cien 
to (%) a cada temperatura, donde
E.H.(T) - a 26M252^C)
' = A260(t )-A260(25SC)
°  ^^  A260(mâx.)-A260(252C)
A partir de las curvas de transiciôn représenta 
das en % frente a T se construyeron las correspondientes 
curvas derivadas con respect : a la temperatura, tomando - 
los incrementos de % entre intervalos de 22C y represen—  
tando frente a la temperatura media correspondiente a ca­
da intervalo.
::.a. METODOS ANALITICOS
2.8.1. VALORACION CUANTITATIVA DS DNA
Se utilizô normalmente el método colorimétrico 
descrito por Dische (1930) que utiliza un reactivo de di- 
fenilamina que da coloraciôn con la desoxirribosa. El —  
procedimiento operatorio se describe a centinuaciôn.
A 1 ml de muestra problema (cuyo contenido en - 
DNA se quiere saber) se le anadiô un volumen doble de reac 
tivo de difenilamina (1 g de difenilamina en 100 ml de —  
âcido acético glacial y 2.75 ml de SO^H^ concentrado). La 
mezcla se caientô en baho de agua a lOOSC durante diez mi 
nutos, a continuaciôn de lo cual se enfriô râpidamente en 
un bafio de hielo y se leyô la absorbancia a 595 nm frente 
a un blanco en el que la disoluciôn problema se sustituyô 
por agua destilada, o bien por el disolvente utilizado en 
la disoluciôn problema.
La curva patrôn se construyô utilizando distin­
tas concentraciones de DNA estândar o bien de desoxirribo 
sa. Este procedimiento es bueno para detecteir cantidades 
comprendidas entre 50 y 500 ug/ml de DNA. Hay que tener 
en cuenta que determinados azûcares y dérivados pueden in 
terferir en la determinaciôn, por dar también coloraciôn 
con el reactivo de difenilamina (Burton, 1956).
En ocasiones tajnbicn se valorô el DNA por absor 
ciôn ultravioleta a 260 nm, sabiendo que para el DNA com­
pletamente hidrolizado el coeficiente de extinciôn corres
pondiente GS de 0.224 para una disoluciôn de --
0.001%(p/v) (Webb y Levy, 1958). En este procedimiento - 
se hace inexcusable la previa separaciôn de otras especies 
moleculares que acompanan al DNA y también presentan ab—  
sorciôn a esa longitud de onda, fundamentalmente RNA. Pa 
ra eliminar estas sustancias que interfieren en la deter­
minaciôn del DNA se siguiô el procedimiento descrito por 
Hill y col. (1971) descrito a continuaciôn. Se précipité 
con PCA IN (donde precipitan DNA, RNA y proteinas), y se 
incubé el sedimento con NaOH 0.3N durante 1 hora a 37^C.
En este medio se solubilizan DNA, RNA y proteinas. Des—  
pués de la incubaciôn el RNA se ha hidrolizado, mientras 
que el DNA no, por lo que a continuaciôn se anadiô PCA —  
3.6N hasta una concentraciôn final de IN con lo que preci 
pitarâ el DNA, permaneciendo el RNA hidrolizado en disolu 
ciôn. Una vez centrifugado se le ahadiô al sedimento (for 
mado exclusivamente por DNA) PCA 1.5%(p/v) y se incubé a 
902C durante 20 minutos, transcurridos los cuales la hidrô 
lisis del DNA ha sido compléta, midiéndose su concentra—  
ciôn mediante absorbancia a 260 nm.
2.8.2. VALORACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS
Tanto para comprobar la pureza de las preparacio 
nes de DNA como para ajustar las concentraciones de las di
soluciones cuando ello era necesario (para curvas de pre- 
cipitacion, ensayos de reasociacion, etc.) fue preciso de- 
terminar cuantitativamente las proteinas existentes en las 
disoluciones. Para ello se utilizo. el metodo eescrito por 
Lowry y col. (l95l) tal como se detalla a continuacion.
En el momento de realizar el analisis se mezcla 
ron 50 volumenes de reactive A (Co^Na^ al 2% p/v en NaOH 
O.IN) con 1 VOlumen de reactivo B (SO^Cu x al 0.5%
p/v en tartrato sodico al 1%) y se anadieron cinco ml de 
esta mezcla a 1 ml de la disolucion problema, sometiéndolo 
a agitacion ocasional durante 30 minutes a temperatura am- 
biente. Una vez transcurrido este tiempo se anadieron 0.5 
ml de reactivo Folin-Ciocalteu (Folin y Ciocalteu, 1927) 
y se dejo en reposo con agitacion ocasional durante 40 mi 
nutos, despues de una resuspension perfecta de la mezcla, 
despues de los cuales se mide su absorbancia a 500 nm fren 
te a un bianco donde la muestra se sustituyo por 1 ml de 
agua destilada. El procedimiento es vâlido para concentra 
clones de pr#telnas comprendidas entre 150 y 900 ug/ml).
La curva patron se construyo utilizando concentraciones co 
nocidas de seroalbûmina de buey (Sigma Chem. Co) aunque en 
ocasiones se utilizo histona total de' timo de ternera.
2.0.3. ELECTROFORESIS ANALITICA DE HISTONAS EN GEL DE PO- 
LIACRILAKIDA
a) Ëlectroforesis sencilla
En electroforesis en gel de poliacrilamida se reali.
z6 segûn el metodo descrito por Johns (1967a) a excepcion
de la tincion y desteiiido de los geles que se llevaron a
cabo con la niodificacion descrita posteriormente por el - 
mismo autor (Dick y Johns, 1969a).
Los geles se prepararon en tubos de 12 cm de Ion-
gitud y 0.6 cm de diametro interno, previamente silicona- 
dos con una disolucion de diclorometilsilano al 0.5% en - 
benceno con el fin de facilitar la separacion del gel una 
vez desarrollada la electroforesis, asi como para obtener 
una superficie perfectamonte horizontal en el gel.
La mezcla de polimerizaciôn se preparo de la si—  
guiente manera: 16 gr de acrilamida y 0.24 gr de bisacri
lamida se disolvieron en agua destilada hasta un volumen 
aproximado de 60 ml. Una vez que la disoluciôn fue corn—  
pleta se filtrô a través de papal para eliminar las posi- 
bles particules insolubles y se le ahadiô 0.1 ml. Una vez 
que la disoluciôn fue compléta se filtrô a través de pa—  
pel para eliminar las posibles particules insolubles y se 
le ahadiô 0.1 ml de TEMED, ajustândose la disoluciôn a pH 
3 con âcido acético glacial y desgasificando a continua—  
ciôn a vacio. Una vez desgasificado completamente se le 
anadieron 0.12 gr de persulfato amônico y agua destilada 
hasta un volumen de 80 ml. Con esta disoluciôn se llena- 
ron los tubos hasta una distancia aproximada de 2.5 cm de 
su limite superior. Los tubos se habian colocado previa­
mente en un soporte que los mantenia perfectamente perpen 
diculares, tapados por su parte inferior con un tapôn de 
goma, util también para eliminar las posibles burbujas —  
que pudieran quedar en el interior de los tubos sin mas -
que presionar. La mezcla de polimerizaciôn, una vez en - 
los tubos, se recubriô cuidadosamente con una capa de agua 
destilada con el fin de que no se secara la superficie del 
gel asi como de condicionar su perfecta horizontabilidad. 
Se mantuvieron en reposo durante 5 horas, al cabo de las 
cuales la polimerizaciôn estuvo completada. Al cabo de - 
este tiempo se retiré el agua que recubria los geles y se 
sustituyô por âcido acético O.OIM.
Antes de utilizer estos geles para electroforesis
es necesario someterlos a una preelectroforesis con el fin
24- 2—de eliminar el TEMED y S^Og utilizados para su polime­
rizaciôn, ya que normalmente perturban las bandas de elec 
troforesis y pueden producir artefactos. Se realizaron - 
normalmente très preelectroforesis (de très horas, très - 
horas y seis horas, respectivamente) utilizando como tam- 
pôn en ambas cubetas âcido acético O.OIM. El voltaje uti- 
lizado fue de 125 V. Al mismo tiempo que se eliminan en 
esta operaciôn los iones anteriormente mencionados el gel 
se équilibra a la concentraciôn adecuada de âcido acético.
Una vez terminada la preelectroforesis de los ge­
les ya se pueden utilizar para realizâr la electroforesis. 
Para ello se disolvieron las histonas en sacarosa iM-âcido 
âcético 0.002M en una properciôn de 0.2 mg/ml por fracciôn 
de histon-s aunque hubo veces que se disolviô en mayor pro 
Dorciôn segûn la complejidad o pureza de la muestra. Los 
geles, previamente equilibrados, se introdujeron en la eu— 
beta de electroforesis llenândose de âcido acético O.OIM 
y se aplicô cuidadosamente la disoluciôn de muestra sobre
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la superficie del gel, midiendose el volumen con una micro 
geringa a la que se conectô un tubo capilar de polietileno 
procurando la minima difusion en el liauido circundante, 
lo que no es fâcil dada la alta viscosidad de la disolucio 
de muestra. Se aplicaron normalmente de 40 a 80 ul por ge 
(corrientemente se aplican dos geles por muestra en distin 
tas proporciones). Una vez aplicada la muestra se desarro 
llô la electroforesis a 175 V durante 6 horas. Debido al 
pH utilizado las histonas migran de ânodo a câtodo. Trans 
currido este tiempo los geles se recuperaron fracturando - 
los tubos de vidrio.
Para revelar los geles se introdujeron en una diso 
luciôn de negro de Alizarina al 0.5%(?/v) en etanol al 30% 
(p/v) y se mantuvieron en dicha disolucion durante 12 ho— - 
ras a temperature ambiente, al cabo de las cuales se proce 
diô a su destehido por sucesivos lavados en etanol al 40% 
en un baho de agua a 5090. En ocasiones se tiheron los ge 
les con Negro Amido al 0.5%(p/v) en âcido acético IN, en - 
cuyo caso se destiheron por electroforesis en sentido tran 
versai.
Cuando fue necesaria una determinaciôn cuantitativ 
de la intensidad de las distintas bandas aparecidas en la 
electroforesis, o medir sus distancias relativas exactas, 
se procedio al densitometrado utilizando un densitômetro - 
Canalco, modelo G, equipado con un computador para el regis 
tro automâtico de las âreas.
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b) Electroforesis doble
Cuando fue necesario comparar inequivocamente las 
movilidades electroforéticas de dos muestras se sometieron 
simultâneamente en el mismo gel a electroforesis aunque —  
sin mezclar las muestras. Este procedimiento, denominado 
electroforesis doble, fue descrito por Johns (1969).
Una vez colocados los geles en las cubetas de elec 
troforesis llenas de âcido acético O.OIN, se elevaron los 
geles por encima de la superficie del tampon, secando la - 
superficie del gel con un papel absorbente. Entonces se - 
aplicaron las muestras a ambos lados de un disco de papel, 
de filtro Whatman ns i de diâmetro ligeramente inferior —  
que el interior de los tubos de gel, separadas por una lî- 
nea de silicona-diclorometilsilano al 0.5% en benceno, que 
se ha trazado previamente en el dise*. El disco de papel, 
con las muestras aplicadas, se introdujo seguidamente en - 
el tubo de gel, ayudândose con una varilla de vidrio hasta 
la perfecta adecuaciôn a la superficie del gel, ahadiendo 
a continuaciôn una capa de disolvente de muestra (sacarosa 
IM - âcido acético 0.02M) sobre el papel, y por ûltimo tam 
pôn hasta la superficie del tubo, siendo sumergido a conti^  
nuaciôn en la cubeta y conectada la corriente eléctrica. 
Todas estas operaciones han de llevarse a cabo de la forma 
mâs râpida posible para evitar difusiones.
Las muestras para electroforesis doble se disuel—  
ven en el mismo medio que para electroforesis sencilla, pe 
ro en mayor concentraciôn (aproximadamente 2.0 mg/ml por -
fracciôn de histona). El tehido y destehido de los geles 
se realiza de la misma forma que en la electroforesis sen 
cilla.
2.8.4. DETERMINACION DE PESOS MQLECULARSS
Aunque se han descrito diversas técnicas para - 
el câlculo de pesos moleculares de proteinas (sobre todo 
por ultracentrifugaciôn analitica) se utilizo en este ca­
so electroforesis en gel de poliacrilamida en presençia - 
de SDS. La técnica, originalmente puesta a punto por S ha 
piro y col. (1967) ha de ser sin embargo modificada a la 
hora de ser cmpleada e' histonas, tal como han descrito y 
discutidj Panyim y Chalckley (1971).
Le- mezcla de polimerizaciôn se preparô mezclan- 
do 7*5 ml de una disoluciôn de acrilamida 60%-N,N'matilen 
bisacrilamida 0.4% en agua, 10.8 gr de urea, 15 mg de SDS, 
50 ul de TEhSD y 1.25 ml de tampon fosfato l.OM, pH 7.6:
La disoluciôn résultante se ajuste a pH 7.6 con CIK IN, se 
ahadiô agua destilada hasta 30 ml y finalmente 6 mg de per 
sulfato amônico. La polimerizaciôn tarda en realizarse de 
forma compléta alrededor de 30 minutes.
Las muestras de histonas totales, asi como las - 
distintas fracciones, se disolvieron para su aplicaciôn en 
tampon fosfato O.OIM, oH 7.6 - SDS 0.05%. La electrofore­
sis se desarrollô durante seis horas a 80 V, migrando las
proteinas en este caso hacia el polo positive. El tehido 
y destehido de los geles se realizô por los mismos proce- 
dimientos descritos para la electroforesis analitica.
En esta técnica, para poder calcular el peso mo 
lecular de una proteina, es preciso disponer de otras pro 
teinas de peso molecular conocido, del mismo orden que —  
las proteinas problema dentro de una variabilidad adecua­
da. En el présente caso se utilizaron como patrôn las his 
tonas totales de timo de ternera cuyos pesos moleculares 
son perfectamente conocidos (Delange y col. 1969; Iwai y - 
col. 1970; Hnilica y col. 1970; Hnilica, 1967; Teller y —  
col. 1965; Phillips y Clarker, 1970).
Para calcular el peso molecular de una fracciôn 
determinada se aplicô en un gel una muestra de la misma - 
junto con histona total de timo de ternera. Paralelamen- 
te en otro tubo de electroforesis se aplicô ûnicamente —  
histona total de timo para poder identificar la fracciôn 
cuyo peso molecular se quiere calcular. Densitometrando 
los geles y representando grâficamente el logaritmo de pe 
SOS moleculares frente a movilidades relativas ha de resul 
tar una linea recta, donde interpolando es fâcil conocer 
el peso molecular de cualquier proteina sin mâs que calcu 
l£ir su movilidad relativa. La movilidad relativa se cal­
culé aplicando la siguiente expresiôn:
Distancia origen del gel a fracciôn X 
Y “ Distancia origen del gel a F2A1 de timo
La técnica posee sérias limitaciones. El error cametido 
para las histonas de timo de ternera es del 3%, por lo - 
que los pesos moleculares solo se pueden considerar como 
aoroximados.
2.8.5. ANALISIS DE AI-UNQÂCIDOS
fara calcular la composiciôn de aminoâcidos tan 
to de las histonas totales como de las distintas fraccio­
nes se sometieron las oroteinas a hidrôlisis âcida con —  
CIH azeotropo, que contenia fenol al 0.1%, en una concen- 
tracion de 1 mg/ml a 109C en tubos Pyrex cerrados en los 
que se habîa hecho previamente el vacîo. Una vez efectua 
da la hidrôlisis se abriô el tubo, se desecô a vacîo y se 
lavô repetidas veces con agua destilada hasta compléta —  
eliminaciôn del CIH.
El residuo seco se disolviô en tampon citrate, 
pH 2.2, en una concentraciôn de 1 mg/ml y se aplicô en un 
analizador automâtico de aminoâcidos Durrun modelo D-500, 
provisto de un computador PDP-3M que automâticamente réa­
lisa todas las operaciones de acuerdo con un programa —  
previamente seleccionado. El tiempo de anâlisis fue de 
100 minutes. El proceso de eluciôn se efectuô con disolu 
ciones tamoôn de citrato sôdico a valores de pH 3.25, 4.25 
y 7.09.
Generalmente se realizaron hidrôlisis de la mis 
ma muestra a diferentes tiempos (l8, 26 y 36 horas) con -
“L fin de extrapolar los resultados a tiempo cero para - 
aquellos aminoâcidos que se modifican en la hidrôlisis - 
âcida - Tyr, Ser y Thr - y pcira corregir los valores de 
aquellos residues que como la valina e isoleucina forman 
enlaces peptidicos mâs resistentes a la hidrôlisis.
2.8.6. CRQMATOGRAFIA DE DNA EN DEAE-CELULOSA
Para contrôler la heterogeneidad de tamaho mo­
lecular del DNA utilizado tanto en pruebas de precipita- 
ciôn como de reasociaciôn se utilizo la cromatografîa —  
discontinua centrifugada en DEAE-celulosa, descrita pre­
viamente por Davila (1965) y expuesta a continuaciôn.
0.5 gr de DEAE-celulosa se resuspendieron cui­
dadosamente en 15 ml de agua destilada y esta suspensiôn 
se depositô en la parte superior de un tubo de centrifu- 
ga especialmente disehado que consta de dos câmaras (su­
perior e inferior) separadas por una plaça perforada, —  
desmontables y unidas entre si por una rosca. Se centri 
fugô durante 2 minutes a la minima velocidad. El agua - 
pasô a la parte inferior de la câmara y se volviô a re—  
suspender y centrifuger en las mismas condiciones. A —  
continuaciôn se pasô a su través 10 ml de una disoluciôn 
de DNA en 0.1 x SSC a una concentraciôn aproximada de 6 
unidades de absorbancia y se centrifuge durainte dos minu 
tes en las mismas condiciones. La centrifugaciôn acele- 
L'ci ci proceso cromatogrâfico, pero no es conveniente apli.
c.'.r nucha velocidad ya que es necesario que se establez- 
ca perfectamente el equilibrio para conseguir una buena 
resolution, y si se acelera excesivamente la operaciôn -
'ste aparece perturbado. Con esta operaciôn el DNA que-
da fijado a la DEAE-celulosa, de la cual se separô con - 
respecto a sus diferentes tarnahos moleculares haciendo pa 
sar sucesivos eluyentes, cuya composiciôn se expresa en 
la siguiente tabla:
Tamaho molecular 
Sluyente _______ Composiciôn________  del DNA e lui do
II PO^H~ O.OIM,ClNa 0.14M,pH 7 Nucleotides, oli
gonucleôtidos
III PO O.OIM,ClNa 0.50M, pH 7 Oligonucleotides
hasta 1x10^ Daltons
= 6
IV PO H O.OIM,ClNa l.OM, pH 7 1 x 10 Daltons
V ClNa 2M, NK.OH 0.2M 3 x 10^ Daltons
VI ClNa 2M, NH.OH 0.4M 1 x 10*7 Daltons
 ^ 7
VII ClNa 2M, NH OH l.OM 2 x lO' Daltons
7
VIII NaOH IM 5 X 10 Daltons
El peso molecular de cada fracciôn fue determi- 
nado por Davila, Charles y Ledoux (1965) mediante la vis­
cosidad del Gluido. Mingot y Davila (1974) han revisado 
los valores de los pesos moleculares de las fracciones ob 
tenidas mediante ultracentrifugaciôn y viscosimetria.
La concentraciôn de cada fracciôn se obtuvo mi- 
ciendo la absorbancia a 260 nn.
R E S U L T A D O S  Y D I S C Ü S I O N

III.- RESULTADOS Y DISCÜSION
3.1. AISLAMIENTO DE HISTONAS TOTALES
La primera etapa de este trabajo consistio en - 
la preparaciôn de histonas totales del insecto Ceratitis 
capitata y la identificacion de sus fracciones. Para —  
ello se utilizo en primer lugar el mêtydo descrito para 
adulto de Drosophila melanogaster por Dick y Johns (1969a) 
dada la similitud del material biolôgico empleado. Poste 
riormente se utilizo el procedimiento de la extracciôn —  
âcida de la cromatina cruda descrito por Johns (1967) y - 
se compararon los resultados obtenidos. En el présente - 
trabajo se restringe el estudio al estado de adulto fara- 
to por ser con el que se obtiene mayor rendimiento y pre- 
Daraciones mâs puras.
3.1.1. DISOCIACION SALINA
La cromatina cruda se aislo de adulto farato de 
;eratitis capitata (apartado 2.2) y la preparaciôn de his
Ob
L;nas totales a partir de esta cromatina se realizô tal 
como se ha descrito en el apartado 2.3. Las proteinas 
asi obtenidas se caracterizaron por electroforesis (apar 
tado 2.6.3) y se analizô su composiciôn de aminoâcidos 
(apartado 2.6.5).
En la Figura 3.1A se muestra la imagen electro 
forética de las histonas totales asi extraidas. En la - 
parte B de la figura se exponen, para su comparaciôn, —  
las histonas obtenidas por el mismo procedimiento a par­
tir de timo de ternera. Ambas preparaciones se aplica—  
ron en electroforesis doble y el resultado se encuentra 
en la parte C de la figura, donde se pueden comparar ine 
quivocamente la movilidad electroforética de todas las - 
bandas. Se observa en primer lugar la presençia de dos 
bandas de gran intensidad con menor movilidad que la FI 
de timo de ternera, y la ausencia de banda con idéntica 
movilidad que la F2A1 de timo de ternera. Este ûltimo - 
hecho puede extrahar en una primera apreciacion, ya que 
la fracciôn F2A1 es de todas las histonas la mâs conser­
vative, encontrândose en todos los materiales observados 
y no variando su movilidad electroforética como conse—  
cuencia de las pequehas diferencias encontradas en su se 
cuencia de cininoâcidos a lo largo de la evoluciôn (De—  
lange y col. 1969). Sin embargo se puede explicar la —  
ap^rente ausencia de esta fracciôn en la preparaciôn de­
bido a su diflcil disociaciôn a fuerzas iônicas altas —  
(Vvilhelm y Champagne, 1969) y su fâcil autoagregaciôn —  
( Diqgie y Pcacocke, 1971), siendo fâcil que no se haya - 
‘ : traido o bien que se haya eliminado en las distintas - 
Lapas de la preparaciôn.
am
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Figura 3.1.- Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
(a) Histonas totales de adulto farato de Ceratitis ca 
pitata, extraidas con ClNa 2055, a partir de cromatina 
cruda. (B) Histonas totales de timo de ternera extra^ 
das por el mismo procedimiento. (C) Electroforesis do 
ble de histonas totales de timo de ternera (izquier- 
da) e histonas totales de adulto farato de Ceratitis 
capitata extraidas por disociacidn salina de cromati— 
na cruda (derecha).

La imagen electroforética aparece bastante cia 
ra y aparentemente no contaminada con fracciones de baja 
movilidad, que indicarla la presençia de proteinas no —  
histonas. Unicamente, como se observa en la figura, apa 
rece una banda de muy baja movilidad, casi en la superfi 
cie del gel, pero que no se trata de una contaminaciôn, 
ya que como se verâ en secciones posteriores estâ consti 
tuida por un estado de agregaciôn de la fracciôn Fl. En 
cambio también se puede ver en la figura la desigual ex­
tracciôn de las distintas fracciones, hecho similar al - 
encontrado por Dick y Johns (1969) en sus preparaciones 
a partir de adulto de Drosophila melanogaster.
En la Tabla 3-1 se muestra el anâlisis de ami­
noâcidos de esta preparaciôn, comparada con el correspon 
diente a histonas totales de Drosophila melanogaster —  
(Dick y Johns, 1969) y timo de ternera (Loeb, 1968) . Se 
observa en la preparaciôn de histonas totales de adulto 
farato de Ceratitis capitata una alta proporciôn de los 
aminoâcidos treonina y arginina, a pesar de no existir - 
en esta preparaciôn proteina de idéntica movilidad que - 
la F2A1, proteina precisamente rica en arginina. Como - 
consecuencia aumenta la proporciôn de aminoâcidos bâsi—  
COS a âcidos (b/A) y en cambio la relacion Lys/Arg dismi^  
nuye. Sin embargo este hecho es fâcilmente aplicable, - 
ya que como se verâ, una de las bandas corresponde a una 
proteina contaminante no histona que présenta una alta - 
proporciôn de arginina y treonina.
T A B L A 3-1
Composiciôn de aminoâcidos de histonas totales de 
adulto farato de Ceratitis capitata extraidas por disocia­
ciôn salina con NaCl 20%, de cromatina cruda, comparadas - 
con las de otros organismos.
Moles por 100 moles
Aminoâcido Ceratitis capitata Adulto farato
Drosophila
melanogaster
(1)
Timo de 
ternera 
(2)
Acido aspârtico 8.2 8.8 4.9
Treonina 10.9 5.4 5.6
Serina 5.6 7.0 5.1
Acido glutârnico 9.0 12.4 8.5
Prolina 5.5 4.7 4.6
Glicocola 7.6 8.5 9.3
Alanina 11.3 11.7 13.1
1/2 Cisteina - — -
Valina 6.3 5.2 6.4
Metionina tr 0.2 tr
Isoleucina 3.0 3.3 4.4
Leucina 3.0 7.7 8.0
Tirosina 0.3 1.2 2.6
Fenilalanina 0.9 2.0 1.9
Lisina 16.0 16.2 15.0
Histidina 1.0 1.8 1.9
Arginina 11.2 5.8 8.8
B/A 1.6 1.1 1.9
Lys/Arg 1.4 2.8 1.7
(1) Dick y Johns, 1969.
(2) Loeb, 1968.
3 .1 .2 . EXTRACCION ACIDA
Se realizô segûn se describe en el apartado -
2.3.2. En la Figura 3.2A se muestra la imagen electro­
forética de dicha preparaciôn. Se observa la presençia 
de un abundante nûmero de bandas intensas, siendo muy - 
dudoso que todas ellas correspondan a histonas. En la 
parte B de la figura se puede ver una preparaciôn de —  
histonas totales de timo de ternera extraidas por el —  
mismo procedimiento. Para mayor seguridad en la compa­
raciôn de bandas se realizô electroforesis doble, tal - 
como se muestra en la parte C de la misma figura donde 
si se observa ya la presençia de una banda de igual movi 
lidad que la F2A1 de timo de ternera. También coincide 
la siguiente banda en movilidad, que se corresponde con 
F2A2 de timo de ternera. Aparece una banda de mpvili—  
dad intermedia entre la F2B 4- F3 y F2A2 de timo y otra 
entre la Fl y F2B 4- F3. Las restantes tienen menor mo­
vilidad que la Fl de timo de ternera. Una de ellas ha 
de corresponder seguramente a la Fl, ya que en Drosophi­
la melanogaster aparece también con menor movilidad —  
(Dick y Johns, 1969) asi como en Acheta domestica y Pla- 
nocQCus citri (Pallotta y Berlowitz, 1970) .
Se observa también la homogénea proporciôn en 
la cual se obtienen las distintas fracciones en esta —  
oreparaciôn.
En la Tabla 3-II se muestra el anâlisis de —  
i'iinoâcidos de esta preparaciôn, comparado con el corres
T A B L A 3-II
Composiciôn de aminoâcidos de histonas totales de 
adulto farato de Ceratitis capitata obtenidas por extracciô 
âcida de cromatina cruda comparada con la composiciôn de —  
histonas de Drosophila melanogaster (Oliver y Chalkley, —  
1972 a).
Moles por 100 moles
Aminoâcido Ceratitis capitata Adulto farato
Drosophila
melanogaster
Acido aspârtico 11.0 8.2
Treonina 4.4 6,0
Serina 3.8 6.4
Acido glutârnico 17.5 11.1
Prolina 4.2 4.6
Glicocola 8.1 8.5
Alanina 9.0 12.0
1/2 Cisteina tr —
Valina 6.9 5.5
Metionina 1.2 0.4
Isoleucina 5.7 4.3
Leucina 6.0 7.4
Tirosina 1.4 1.9
Fenilalanina 2.7 2.2
Lisina 9.3 12.4
Histidina 1.7 1.8
Arginina 7.1 7.3
B/A 0 • 6 1.2
Lys/Arg 1.3 1.7
■o
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Figura 3*2.- Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
(A) Histonas totales de adulto farato de Ceratitis ca 
pitata, extraidas con CIH 0.25N a partir de cromatina 
cruda. (B) Histonas totales de timo de temera. (C) 
Electroforesis doble de histonas totales de adulto fa 
rato de Ceratitis capitata, extraidas con CIH 0.25N a 
partir de cromatina cruda (izquierda) , e histonas to­
tales de timo de temera (derecha).

pondiente a extracciones sirriilares de Drosophila melano­
gaster . Aparece una proporciôn B/A inferior a la unidad 
lo que indica una gran contaminaciôn de proteinas no his 
tonas, aunque la proporciôn de los restantes aminoâcidos 
es muy parecida. Como se puede observar disminuye mucho 
la proporciôn de arginina y treonina en comparaciôn con 
la preparaciôn de extracciôn salina. En principio la ex 
tracciôn âcida de cromatina proporciona todas las fraccio 
nés de histonas, aunque muy contaminadas. Se hacia pre­
ciso por tanto realizar la extracciôn sobre cromatina pu 
rificada. En la Figura 3.3A se muestra la imagen elec—  
troforética de esta preparaciôn, donde se observa un au- 
mento en la intensidad de seis bandas, que deben corres­
ponder a histonas, y se numeran tal como se indica en la 
figura. La parte B corresponde a la preparaciôn por di­
sociaciôn salina. Se observa la perfecta corresponden—  
cia de todas las bandas, con la ausencia de algunas en - 
la preparaciôn por disociaciôn salina. No obstante si— - 
gue observândose contaminaciôn, lo que indica la no to—  
tal purificaciôn de la cromatina. En la Tabla 3-1II se 
muestra la composiciôn de aminoâcidos de esta prépara—  
ciôn. Si bien ha aumentado considerablemente la rela—  
ciôn B/A sigue siendo menor que la unidad. También pré­
senta una considerable proporciôn de treonina y una baja 
relacion Lys/Arg. Esta baja proporciôn de aminoâcidos - 
bâsicos se encuentra también, aunque no tan pequeha, en 
DrosoPhila melanogaster, y puede atribuirse, no solamen- 
te a impurificaciones de la muestra, sino a una mayor —  
proporciôn de aminoâcidos âcidos en la fracciôn Fl (Cohen 
y Gotchel, 1971), aunque también presentan altas propor­
ciones otras fracciones del mismo insecto (Oliver y Chal^  
:<lcy, 1972).
T A B L A  3-III
Composiciôn de aminoâcidos de histonas totales de 
Ceratitis capitata en el estado de adulto farato, obtenidas 
por extracciôn âcida de cromatina purificada.
Aminoâcido Moles por 100 moles
Acido aspârtico 8.5
Treonina 7-2
Serina 6.3
Acido glutârnico 12.5
Prolina 2.9
Glicocola 7.8
Alanina 10.3
1/2 Cisteina -
Valina 6.7
Metionina 1.0
Isoleucina 4.5
Leucina 7*5
Tirosina 2.6
Fenilalanina 2.5
Lisina 9*5
Histidina 1.8
Arginina 8.4
B/A 0.9
Lys/Arg 1.1
6 —  
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Figura 3.3.- Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
(A) Histonas totales de adulto farato de Ceratitis ca 
pitata, extraidas con CIH 0.25N a partir de cromatina 
purificada. (B) Histonas totales de adulto farato de 
Ceratitis capitata extraidas, por disociacidn salina 
con ClNa 2055, a partir de cromatina cruda.
Las bandas principales se han numerado segdn su 
movilidad.

i.1.3. DISCUSION SOBRE LOS METQDOS DE PREPARACION DE HIS- 
TONAS TOTALES
Se utilizaron, tal como se ha visto en las ante 
riores secciones, para la preparacion de histonas totales 
los procedimientos de extraccion acida y disociacion sali 
na. La extraccion de histonas de insectes entraha gran—  
des dificultades debido, en primer lugar, al bajo rendi—  
miento en las preparaciones (se obtienen alrededor de 120 
mg de histona total a partir de 1 kg de material inicial) 
y a la gran impurificaciôn de estas preparaciones. La ex 
traccion âcida (Dick y Johns, 1969), que extrae con segu- 
ridad todas las fracciones en aproximadamente la misma —  
proporciôn, da lugar a preparaciones muy contaminadas cu- 
yo anâlisis de aminoâcidos révéla una composiciôn algo —  
anormal, por su proporciôn B/A menor que la unidad, asi - 
como por sus altas proporciones de treonina. Se pueden - 
mejorar las preparaciones purificando previamente la cro- 
matina por centrifugaciôn a través de gradiente de sac euro 
sa, aumentando la proporciôn B/A y obteniéndose imâgenes 
electroforéticas mas claras, donde si bien parece desapa- 
recer la incertidumbre sobre qué bandas son contaminantes, 
siguen existiendo no obstante impurificacianes. Aunque - 
el numéro de seis bandas que presumiblemente corresponden 
a histonas puede parecer excesivo (las histonas totales - 
de la mayoria de los organismes solo se resuelven en cua- 
tro o cinco bandas) es preferible no descartar ninguna a 
priori, sino tratar de investigar su naturaleza y proce- 
dencia, ya que en el escasa bibliografia que existe sobre
la extraccion âcida de histonas de insectes se describe 
la existencia de cinco o seis bandas en sus imâgenes —  
electroforéticas (Pallotta y Berlowitz, 1970; Oliver y 
Chalkley, 1972; Alfageme y col. 1974).
La extraccion mediante previa disociacion sa- 
lina a altas fuerzas ionicas daba lugar a preparaciones 
que se resolvian electroforéticamente en imâgenes mâs - 
sencillas, aparentemente menos contaminadas, y cuyo ana 
lisis de aminoâcidos ténia una proporciôn de B/A supe—  
rior a la unidad, pero que por el contrario poseian sé­
rias anormalidades, como era la ausencia de la banda co 
rrespondiente a F2A1 de timo de ternera (banda l) y la 
apariciôn de una banda de menor movilidad que la Fl que 
en las preparaciones de extraccion âcida no se ve aumen 
tada a pesar de la pur if icaciôn de la cromatina,. y la - 
anormal relaciôn de Lys/Arg (muy baja) y del aminoâcido 
treonina.
Por tanto se hacîa precise la compléta carac- 
terizaciôn de cada banda concreta para tener la plena - 
seguridad de que se trataba de histonas y a que fraccio 
nés correspondian.
3.2. IDENTIFICACION DS LAS BANDAS DE LAS IMAGENES ELEC- 
TROFORETICAS DE LAS PREPARACIONES DE HISTONAS TO—  
TALES
Para la identificaciôn de las diferentes ban-
das electroforéticas se recurrio a los distintos métodos 
de fraccionamiento descritos en la bibliografia, funda—  
mentalmente la extraccion selectiva con âcidos y mezclas 
de disolventes acuoso-orgânicos• Con elle se pretendia 
aislar fracciones semejantes a las identificadas en otros 
materiales biolôgicos y poder asignarles su identidad.
3.2.1. EXTRACCION SELECTIVA CON ACIDOS
En la bibliografia se ha descrito que el PCA —  
5/o{p/v) extrae selectivamente la fracciôn Fl a partir de 
cromatina (Johns y Butler, 1962). La extraccion se reali 
z6 tal como se especifica en el apartado 2.4.1. La ima—  
gen electroforética de la preparacion se muestra en la Fi 
gura 3.4A; en la parte B de la figura se observa una elec 
troforesis doble frente a histonas totales de adulto fara 
to de Ceratitis capitata, donde se observa la perfecta —  
coincidencia con la banda 6. Existe una contaminaciôn —  
por una banda de menor movilidad electroforética que di—  
clia fracciôn que también aparece en las preparaciones de 
histona total. Alfageme y col. (1974) también obtienen - 
en sus preparaciones de histonas totales de Drosophila me- 
lanogaster una fracciôn de caracteristicas electroforéti­
cas similares, aunque una vez, aislada por electroforesis 
preparativa demuestra una composiciôn de aminoâcidos no - 
tipica de histonas.
En la Tabla 3-IV se muestra la composiciôn de - 
aminoâcidis de esta preparacion comparada con la fracciôn
T A B L A  3-IV
Composiciôn de aminoâcidos de la proteina extrai- 
da con PCA 5% sobre cromatina cruda de adulto farato de Ce­
ratitis capitata comparada con la de otros organismes.
Moles por 100 moles
Aminoâcido Ceratitis capitata Adulto farato
Drosophila 
melanogaster 
(1) (2)
Timo de 
ternera 
(3)
Acido aspârtico 5.2 5.8 6.5 2.5
Treonina 7.3 6.4 7.8 5.6
Serina 11.2 11.2 10.3 5.6
Acido glutâmico 6.5 7.5 7.4 3.7
Prolina 5.0 5.9 6.4 9.2
Glicocola 7.6 6.7 7.8 7.2
Alanina 15.4 14.4 18.1 24.3
l/2 Cisteina tr tr - -
Valina 5.7 7.1 6.1 5.4
Metionina 0.5 tr 0 —
Isoleucina 2.3 3.5 2.5 1.5
Leucina 3.6 4.6 3.3 4.5
Tirosina 1.3 0.9 1.0 0.9
Fenilalanina 0.8 ;1.6 1.0 0.9
Lisina 23.0 19.5 20.5 26.8
Histidina 2.3 ; 1.0 0.8 tr
Arginina 2.1 3.7 2.3 1.8
B/A 2.3 1.8 1.7 4.6
Lys/Arg 10.9 5.2 8.9 14.9
(1) Cohen y Gotchel, 1971.
(2) Oliver y Chalkley, 1972 a
(3) Johns, 1971.
Fl de Drosophila melanogaster y timo de ternera. Como —  
puede comprobarse el contenido de aminoâcidos es bastante 
semejante al de Drosophila melanogaster,y présenta dife—  
rencias notables con respecte al de timo de ternera. De­
bido a ambos hechos (extraccion selectiva y composiciôn - 
de aminoâcidos) se puede asignar la banda 6 como corres—  
pondiente a la fracciôn Fl. La baja movilidad electrofo­
rética parece ser un hecho comûn a las Fl de insectos,—  
pues fue también observado en Drosophila melanogaster —  
(Dick y Johns, 1969) y Acheta domestica (Pallotta y Berlo 
v/itz, 1970). Por otra parte, aunque la presencia de cis­
teina se consideraba caracteristica exclusiva de la histo 
na F3 (Johns, 1971) y de la F2A1 de equinodermos (Subira- 
na_, 1971), Alfageme y col. (1974) pusieron de manifiesto 
su presencia en la histona Fl de Drosophila, por lo que - 
las particularidades de la composiciôn del material extrai^  
do con PCA a partir de Ceratitis capitata, encajan bien - 
dentro de las descritas para la histona Fl de insectos. 
Otro hecho caracteristico de esta fracciôn aislada de Ce­
ratitis capitata, también comûn en Drosophila melanogas—  
ter, es la alta proporciôn de serina.
3 .2 .2. FRACCION 5. NATURALEZA Y PROPISDADSS
Cuando después de orecipitar en el extracto de 
PCA 5% con TCA has ta una concentraci ôn del l8/i(p/v) se se 
guia arladiendo TCA al sobrenadante aparecia nuevamente un 
precipitado a una concentraciôn aproximada de TCA 30%(p/v). 
Este precipitado se lavô con acetona-ClH y acetona, tal -
como normalmente se hace con las preparaciones de histo—  
nas. Su imagen electroforética se muestra en la Figura - 
3.5A, donde se observa que esta formada por una ûnica ban 
da, que en electroforesis doble (parte B de la Figura) re 
velaba tener la misma movilidad que la banda 5* Para corn 
probar claramente que se trataba de la misma proteina y - 
no de otra con semejante movilidad se planeô la siguiente 
experiencia: la histona total extraida por disociaciôn sa 
lina (Figura 6.3A) se redisolviô en ClNa 0.14M. A conti- 
nuacion se précipité con TCA hasta una concentraciôn de - 
l8/^p/v) y el precipitado se lavô con acetona-ClH y aceto 
na. La imagen electroforética de esta preparacion se —  
muestra en la Figura 3.63, donde se observa la ausencia - 
de la banda 5» que permanecîa soluble a esta concentraciôn 
de TCA. Si sobre el sobrenadante de la anterior precipi- 
taciôn se continuaba ahadiendo TCA hasta una concentracicn 
del 30%(p/v) se obtenla de nuevo un precipitado cuya ima­
gen electroforética correspondra a la banda 5. Por tanto 
esta fracciôn, que se obtiene en las preparaciones preci- 
pitadas con. acetona, permanece soluble cuando la precipi- 
taciôn se efectûa con TCA hasta una concentraciôn del —  
I8%(p/v).
4 '
La composiciôn de aminoâcidos de esta fracciôn 
se muestra en la Tabla 3-V(A). En ella se observa la al­
ta proporciôn de treonina y arginina, asi como la baja —  
proporciôn del resto de los aminoâcidos. En la parte B - 
de la tabla se recoge el anâlisis de aminoâcidos de la —  
histona total obtenida por disociaciôn salina y précipita 
da con TCA hasta una concentraciôn del 18%(p/v). En ella
5
3
, Figura 3*4.- Electroforesis en 
gel de poliacrilamida. (A) Pro­
ie inas extraidas con PCA 3% de 
cromatina cruda de adulto fara— 
to dé Ceratitis capitata. (B) 
Electroforesis doble de histona 
total de adulto farato de Cera— 
tltis capitata extraidas por dl 
sociacidn salina (izquierda) y 
proteina extraida del mismo ma­
terial con PCA 59^.
B
Figura 3.5.- (A) Electrofo 
resis de la proteina solu­
ble en TCA 18^ e insoluble 
en TCA 309^ de cromatina c it i  
da de adulto farato de Ce­
ratitis capitata. (B) Ele£ 
troforesis doble de dicha 
proteina (derecha) frente a 
histonas totales de timo ds 
ternera
u
B
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T A B L A  3-V
Composiciôn de aminoâcidos de A) Fracciôn 5, B) 
Histonas totales de disociaciôn salina precipitadas con - 
TCA 18%, y C) Fracciôn soluble en TCA 18% precipitada con 
TCA 30%.
Moles por 100 moles
Aminoâcido A B C
Acido aspârtico 4.5 8.9 2.7
Treonina 34.4 5.8 29.7
Serina 3.9 8.1 3.2
Acido glutâmico 3.4 10.1 2.3
Prolina 5.7 5.8 6.4
Glicocola 3.9 7.2 3.2
Alanina 3.4 11.6 3.6
l/2 Cisteina 0.0 tr -
Valina 2.8 4.3 3.7
Metionina 0.0 0.6
Isoleucina 0.6 3.5 —
? 12.4, 17.8
Tirosina tr Ï.7 —
Fenilalanina tr ; 1.2 -
Lisina 2.3 17.3 2.7
Histidina 0.0 2.0 -
Arginina 22.6 6.4 24.7
B/A 1.3
Lys/Arg 2.7
sr. observa un claro decreciiniento en la proporciôn del —  
a.sinoâcido treonina y arginina con respecta a los precipi^  
tados con acetona (C), que esta nias de acuerdo can el ana 
lisis de aminoâcidos de histonas totales de Drosophila me­
lanogaster. Por tanto no cabe duda de que es la presen—  
cia de esta fracciôn en las preparaciones de histonas to­
tales la que perturba de forma sustancial su composiciôn 
ce aminoâcidos.
La anômala composiciôn de aminoâcidos de esta - 
p.oteîna (abundante proporciôn de treonina y arginina, al 
ta proporciôn de un producto de hidrôlisis no identifica- 
do de tiempo de elucion cornprendido entre la isoleucina y 
tirosina) haclan sospechar que se trataba de una proteina 
extranuclear. Mâs bien parecia una proteina estructural 
del tipo del colâgeno. No parecia pues que se trataba de 
una histona, sino mas bien de un contaminante que acompa- 
riara a la preparacion de cromatina en todas sus fases. —  
Otro hecho comprobado era la ausencia de esta banda en —  
las preparaciones de histonas totales de larva y adulto - 
ce Ceratitis capitata (Rojo, 1975). La hipotesis de que 
se tratara de una proteina constitutiva del pupario (en—  
voltura externa del adulto farato) era plausible y se tra 
tô de comprobar. Para ello se sometiô a dicha puuario, - 
c jnvenientemente separado del resto del material del a du], 
t ) farato, a las misinus condici.uies de homogeneizaciôn y 
extraccion que para la preparaciôn de la proteina corres- 
o andiente a la banda 5 anteriormente descrita. Se obte—  
nia una preoaraciôn cuya imagen electroforética revelaba 
una ûnica banda de idéntica movilidad eue la fracciôn 5,
y cuya composiciôn de aminoâcidos era semejante a la de - 
dicha fracciôn, por lo que se pudo concluir que la banda 
5 no correspondra a una proteina bâsica nuclear, sino a - 
una proteina contaminante constitutiva del pupario. Kuy 
bien puede suceder que esta proteina, liberada del pupa—  
rio en alguna de las fases de la preparaciôn de la croma­
tina, se asocie a ella dado su fuerte carâcter bâsico y - 
se séparé luego en los procedimientos de extraccion de —  
histonas. De hecho se asocia a cromatina de higado de ra 
ta en proporciôn semejante a la que se encuentra de frac­
ciôn Fl. Para comprobar tal extreme se ahadiô fracciôn - 
correspondiente a la banda 5 en exceso a una preparaciôn 
de cromatina de higado de rata. Esta operaciôn tuvo dos 
consecuencias: cambiô completamente el aspecto fisico de 
la cromatina (de un aspecto gelatinoso pasô a ser compac­
te y opaco) y a pesar de les sucesivos lavados que se rea 
lizaron con ClNa 0.25M, permanecia unida una fracciôn re­
sidual de la proteina correspondiente a la banda 5, que - 
posteriormente se extraia por les procedimientos ya des—  
crites, en proporciones semejantes a la Fl del mismo mate 
rial (Figura 3.7).
El primer hecho puede explicar el anormal aspec 
te fisico que adquieren las preparacidnes de cromatina de 
adulto farato de Ceratitis caoitata asi como su dificil - 
solubilizaciôn (Rojo, 1975).
Otra propiedad revalante es su relative peso me 
lecular. Su câlculo se realize per electroforesis en SDS 
tal como se especifico en el apartado 2.6.4, y résulté —
cor de 18.000 (Figura 3.13). Este peso molecular es bas- 
tante mener que el correspondiente a Fl de timo de terne­
ra (21.000). A pesar de elle présenta una movilidad elec 
troforêtica bastante inferior a dicha fracciôn, tal como 
se puede observar en la Figura 3.1D. Al mismo tiempo pre 
senta una carga neta pisitiva aproximadamente igual a la 
Fl de timo de ternera, tal como se puede deducir de la —  
comparaciôn de sus anâlisis de aminoâcidos. Por esta ra- 
zôn habria que esperar una movilidad electroforética, a - 
la vista de su relaciôn carga/masa, superior a la Fl de - 
timo de ternera. Este hecho contradictorio puede deberse 
a dos distintas razones: o bien la proteina por tener una 
composiciôn tan caracteristica de aminoâcidos, adquiere - 
una conformaciôn peculiar que le dificulta el paso a tra­
vés de un gel de esa reticulaciôn (2C% en acrilamida), o 
por el contrario no se trata ûnicamente de una cadena po- 
lipeptldica, sino que estâ unid^ a un grupo prostético, 
que no ha de tener gran influencia en el câlculo de pesos 
moleculares por electroforesis en SDS, ya que en dicho -—  
procedimiento solo tieneu influencia decisive los polipé£ 
tidos, pero que en cambio si tendrâ consecuencias en la - 
movilidad electroforética. El primer hecho, de ser cier- 
to, perturbarla el resultado de su peso molecular enorme- 
mente, ya que el procedimiento de câlculo de pesos molecu 
lares en electroforesis en presencia de SDS solo estâ con 
cebido para protelnas que posean una homogeneidad estruc­
tural , par ejemplo, que sean globulares (Shapiro y col., 
1967) o con alguna particularidad estructural comûn (Panyi. 
y Chalkley, 1971).
:#a
Figura 3.6.- (A) Electroforesis 
de histona total de adulto fara 
to de Ceratitis capitata. ( B) 
Histona total de adulto farato 
de Ceratitis capitata, redisuel 
ta en ClNa 0.14M y precipitada 
con TCA I89G (p/v).
B
Figura 3.?.- Electrofore 
sis en gel de poliacril­
amida. (a) Protëfnas ex­
tra! das con PCA 5fo y pre 
cipitadas con TCA 309^ oh 
tenidas de una prépara- 
cidn de cromatina de hi­
gado de rata a la que se 
ahadiô fracciôn 5* (B)
Fracciôn 5 de adulto fa­
rato de Ceratitis capita 
ta.
Fl
B

La segunda posibilidad arriba, apuntada no es —  
del todo desechable, aunque no se ha tratado de comprobar, 
Picnsese que esta proteina es constitutiva de la pared —  
protectora del adulto farato, y muy bien podria estar un_i 
da a polisacâridos, tal como ocurre en determinadas pare- 
des bacterianas.
3.2.3. IDENTIFICACION DS LAS BANDAS RESTANTES
Johns y col. (i960) describieron la separaciôn 
de las histonas ricas en arginina (F2A y F3) tratando la 
cromatina de timo de ternera con Etanol-CIH. El mismo - 
procedimiento se aplico al adulto farato de Ceratitis ca- 
oitata obteniéndose la imagen electroforética que aparece 
en la Figura 3.8A, que comparada con la correspondiente a 
histonas totales (parte B de la misma figura) correspon—  
den a las bandas 1, 2 y 4, aunque también aparecen bandas 
de menor intensidad y movilidad que las anteriores, y que 
deben corresponder a pr^ductos de agregacion de la frac—  
ciôn F3. Cuando este preparado se sometiô a condiciones 
de oxidaciôn (tal como se ha descrito en el apartado 2.7.1) 
aparecia un precipitado en la boisa de diâlisis. El mate 
rial que permanecia soluble mostraba la casi ausencia de 
banda 4 (Figura 3.9B), lo que llevô a concluir que esta - 
banda corresponde a la fracciôn F3, que précipita en la - 
boisa de diâlisis a causa de la agregacion producida por 
la presencia de la cisteina en esta molécula. El precipi 
tado diô la imagen electro orética correspondiente a la - 
>arte C de la Figura, donde se observan bandas de baja mo
vilidad, nuchas de las cuales aoarecian ya en el extracto 
directe de etanol-ClH. Cuando la oxidaciôn se realize S£ 
bre histona tital, tuvo las nisnas consecuencias: desapa- 
ricion de la banda 4 y apariciôn de bandas de menor movi­
lidad* A la vista de estos datos se hizo una asignaciôn 
provisional de la banda 4 haciéndola corresponder a la —  
fracciôn F3, por sus propiedades de forraar agregados que 
demuestra la presencia de cisteina asi como la de corres­
ponder a una fracciôn rica en arginina.
Johns (1967) comprobô que en etanol 75%-ClGu —  
10/o(p/v) se separaban selectivamente las fracciones F2A. 
Este método también fue aplicado a adulto farato de Cera­
titis capitata, y la imagen electroforética del preparado 
se muestra en la Figura 3.10B, apareciendo dos bandas que 
corresponden en movilidad a las bandas 1 y 2 de histonas 
totales (parte A de la Figura). Por precipitaciôn frac—  
cionada con acetona se consigne la separaciôn de ambas —  
fracciones (Phillips y Johns, 1965). Asi se consiguiô la 
preparaciôn de la fracciôn F2A1 (Perera, 1975) cuya ima—  
gen electroforética se muestra en la parte C de la figura 
y que corresponde a la banda 1 de histonas totales. Este 
resultado es perfectamente lôgico, ya que segûn se ha co- 
.T.entado, la fracciôn F2A1 no varia en movilidad electrofo 
rctica y muy poco en composiciôn de aminoâcidos a lo lar­
go de la evoluciôn. Se puede o:r tanto concluir que la - 
banda 1 corresponde a F2A1 y la banda 2 a F2A2. La ausen 
cia de banda 4 en est;s extractos con etanol-CiGu es una 
O'i'ueba mâs de su naturaleza de fracciôn F3.
BFigura 3»8.- Electroforesis en gel de poliacrilamida, 
(a) Histonas totales de adulto farato de Ceratitis ca 
pitata. (b) Fracciones de histonas de adulto farato de 
Ceratitis canitatà solubles en EtCH—CIH.

T A B L A  3-VI
Composiciôn de aminoâcidos de fracciones de histo-
Moles por 100 moles
Aminoâcido Fracciôn 1 
(1)
Fracciôn 2 
(2)
Fracciôn 3 
(3)
Fracciôn 4 
agregada
Acido aspârtico 7.7 8.5 8.0 9.6
Treonina 5.8 3.4 4.3 4.8
Serina 2.8 3.8 4.6 5.6
Acido glutâmico 8.8 11.0 11.2 13.6
Prolina 3.0 1.8 5.4 6.4
Glicocola 12.4 9.3 6.5 6.4
Alanina 6.6 11.6 9.3 10.4
l/2 Cisteina 0.0 0.0 0.0 tr
Valina 7.2 7.2 8.9 4.8
Metionina 1.1 1.0 0.8 0.8
Isoleucina 5.5 4.8 4.7 4.0
Leucina 9.4 11.4 5.8 9.6
Tirosina 3.6 2.7 3.1 4.0
Fenilalanina 2.8 2.0 2.2 3.2
Lisina 8.6 10.7 13.0 7.2
Histidina 1.9 1.6 4.3 1.6
Arginina 10.8 9.2 7.8 8.0
B/A 1.3 1.1 1.3 0.7
Lys/Arg 0.8 1.1 1.7 0.9
(1) Perera, 1974.
(2) Lôpez Cano, 1974.
(3) Rüjü, 1975.
La banda 3 fus identificada c.onio fracciôn F23 - 
aplicando las métodos de fraccionamiento y dado su pecu—  
liar anâlisis de aminoâcidos (Rojo, 1975)- La imagen elec 
troforêtica de esta fracciôn se muestra en la Figura 3.10D 
En la Tabla 3-VI se recogen los anâlisis de aminoâcidos - 
de las dis tintas fracciones obtenicias de Ceratitis capita­
ta por los procedimientos anteriormente descritos.
3.3. PU2IFICACI0N DS LA FRACCION Fl DE CERATITIS CAPITATA
Ya se ha indicado en apartados anteriores que en 
la extraccion selectiva de PI de adulto farato de Cerati—  
tis capitata con PCA 5%(p/v) siempre aparecia acompanada - 
dicha fracciôn con otra banda de menor movilidad electrofo 
rética e intensidad. Era por tanto conveniente intentar - 
su eliminaciôn con el fin de obtener preparaciones mâs pu- 
ras. Tras intentar sin éxito diverses procedimientos fisi 
COS de separaciôn (cromatografîa en geles, electroforesis 
preparativa, etc.) se recurriô a estudiar el comportanien- 
t'j quimico de ambas fracciones con el fin de encontrar al­
guna diferencia en sus soTubilidades que hiciera positle - 
su separaciôn. Se habia observado que al orecipitar con - 
TCA el extracto de PCA 5%(p/v) ocurria una precipitaciôn - 
a una concentraciôn inferior al 18% de TCA y este hecho hr 
20 pensar en la posibilidad de que se tratara de esa pro—  
teîna. Separado el precipitado se obtenla una imagen elec 
troforêtica en la que en efecto estaba aumentada la inten­
sidad de dicha fracciôn, pero ni una ni otra se consiguiô 
seoarar comoictamente o ,r este orocedimiento.
HA B C
Figura 3.9>- Electroforesis en gel de poliacrilamida. 
(a) Fracciones solubles en EtOH-ClH. (B) Fracciones 
precipitadas con TCA 189^ del sobrenadante de la diàl^ 
sis posterior al tratamiento de oxidaciôn. (G) Dis tin 
tos agregados de la fracciôn correspondiente a la ban 
da 4.
ütr ) procedimiento utilizado, con éxito, consis 
tiô en la extraccion de cromatina cruda con concentracio- 
ncs crecientes de PCA (0.7N, 1.ON, 1.5N y 2.ON). El re—  
su1tado de la experiencia se muestra en la Figura 3.11A, 
donde se observa que a una concentraciôn de PCA 2M se ex­
trae exclusivamente la fracciôn Fl sin contaminaciôn. Pa 
ra comprobar si efectivamente se trataba de Fl (y no de - 
banda 5) se realize una electroforesis doble frente a his 
tona total. Efectivamente correspondra con la fracciôn - 
Fl, tal como se observa en la parte B de la Figura.
En la Tabla 3-VII se muestra el anâlisis de es­
ta fracciôn asi obtenida comparada con la Fl sin purifi—  
car y con la Fl de Drosophila melanogaster. Se observan 
a este respccto pocas dlferencias en ambas preparaciones, 
quizâ un ligero aumento de cisteina y disminuciôn en his­
tidina. Por otra parte, como se puede comprobar, el anâ­
lisis es caracteristico de fracciôn Fl, con su alto conte 
nido en Lisina y Alanina. También es llamativo la presen 
cia de histidina en esta preparaciôn, concordante con Dro- 
soohila melanogaster, residuo que no aparece en la Fl de 
timo de ternera.
Hay que advertir que en algunas de las prepara- 
ciones efectuadas por este procedimiento (extraccion con 
PCA 21 î) aparecia una alta conta::iinaciôn de banda 5- Este 
hecho puede ser debido a la alta concentraciôn de PCA em- 
T'ieada que liace que orecipite tanto la fracciôn Fl como la 
banda 5 a jaeiiores concentraciones de TCA. Pero en estos 
casos fue fâcil la posterior purificaciôn sin mâs que re- 
disolver el oreparado en PCA 5%(p/v) y posterior precipi- 
ta'ciôn con TCA hasta una concc-ntracior del 18%(p/v).
BFigura 3.16.- Electroforesis en gel de poliacrilamida.
(A) Histonas totales de adulto farato de Ceratitis capi­
tata. (B) Fracciones solubles en EtOH-ClGu. (C) Fracciôn 
F2A1 (Perera, 1975)% (D) Fracciôn correspondiente a la 
banda 3» separada por cromatografîa en CMC (Rojo, 1974).

3.4. PROFIEDADBS DE LA FRACCION FI
3.4.1. AGRSGACION DE LA FRACCION FI
Cuando las histonas totales de adulto farato de 
Ceratitis capitata se sometieron a condiciones de oxida—  
cion (apartado 2.7*1) se observaba la aparicion de bandas 
de baja movilidad correspondientes a los agregados forma- 
dos durante el proceso. Al principle sin embargo no se - 
podia decidir a qué fraccion correspondra dicha agregaciôn. 
Fue necesaria la separaciôn de todas las fracciones para 
poder comprobar este extreme. Asi se vio que cuando se - 
realizaba la oxidacion sobre la fraccion FI aparecîan es­
tes agregados de baja movilidad, pudiendo concluir por —  
tanto que la fraccion FI posee capacidad para formar ta—  
les agregados, facultad seguramente determinada por la —  
presencia de cisteina en su molécula, ya que la presencia 
de ClGu excluye la posibilidad de formacion de cualquier 
otro tipo de union que no sea un enlace covalente por me­
dio de puentes disulfuro.. Para comprobar de forma conclu 
yente esta hipotesis se realizaron las operaciones de agre 
gacioii antes descritas pero en presencia de un agente re­
duc tor , para lo cual se afiadio ditiotreitol a una concen- 
tracion de O.OIM al ClGu-Tris y morcaptoetanj1 O.OIM al - 
mediü de diâlisis. De esta forma, si la agregaciôn era - 
causada por formacion de puentes disulfuro, en presencia 
de est s agentes reductores, se verlan aitamente impedi—  
dos. En efecto, en est s experimentos no ténia lugar —
practiccimente ninguna agregaciôn de la fraccidn Fl, he—  
cho que perr.iite concluir que este fenoiaenj ocurre por —  
formacion de ouentes disulfuro internioleculares. En la 
Figura 3.12A se muestra la imagen electroforética de una 
histona total oxidada y en la parte B de la Figura la —  
fraccion FI sometida a las misnias condiciones de oxida—  
cion. Fundamentalmente aparecen dos bandas, de baja mo- 
vilidad, una de las cuales prâcticamente no pénétra en el 
gel. Aproximadamente agrega el 70% de la totalidad de - 
la fraccion FI sometida a estas condiciones. La apari—  
cion de dos bandas hace suponer la formaci on de dos dis- 
tintos agregados de diferentes pesos moleculares, lo que 
oodrîa implicar la existencia de mas de un reste ce cis­
teina por molôcula de FI, lo cual esta plenamente de —  
acuerdo con la composicion de arninoacidos de esta frac—  
cion.
En todos los anteriores experimentos de oxida­
cion sobre la fraccion FI, en la etapa de diâlisis fren- 
te a agua aparecia un precipitado que se recogio por cen 
trifugacion y se lavô con acetona. En la Figura 3.16 se 
muestra la imagen electroforética de este preparado corn-
4
parade con una preparacion de Fl. Cono se ouede obser—  
var en est ex figura, el prec-pitac; esta formado fundamen 
talmente o .r la banda de mener movilidad que acornoaha a 
la fraccion Fl en las oreparaciines efcctuadas por ex—  
traccion con PCA 3%- En algunos cases es casi exclusiva 
la presencia de esta protelna en el precipitado que apa- 
rcce en la b Isa de diâlisis. En la Tabla 3-VIII aoare- 
cc el anâlisis de arninoacidos de dicha fraccion, donde -
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Figura 3.H.- Electroforesis en gel 
de poliacrilamida. (a) Protefna ex- 
trafda con PCA 2M y precîpltada con 
TCA ISfa a partir de adulte farato de 
Ceratitis capitata. (B) Electrofore 
sis doble de dicha fraccidn ( dere— 
cha) frente a histona total del in­
secte (izquierda).
B
Figura 3*12.- Electrofo 
resis en gel de polia­
crilamida. ( a )  Histona 
total de adulte farato 
de Ceratitis capitata s£ 
metida a condiciones de 
oxidacidn. (B) Fraccidn 
Fl de adulte farato so­
metida a las mismas con 
diciones. B

T A B L A 3-VIII
Composicion de arninoacidos del precipitado duran­
te la diâlisis en la oxidacion de Fl extralda por PCA 5%.
Moles por 100 moles
Aminoâcido Precipitado durante la diâlisis
Acido aspârtico 14.8
Treonina 5.0
Serina 8.9
Acido glutâmico 11.0
Prolina 7.1
Giicocola 11.0
Alanina 8.5
1/2 Cisteina —
Valina 4.1
Metionina 0.5
Isoleucina 1.5
Leucina 2.7
Tirosina 0.8
Fenilalanina - .
Lisina 14.8
Histidina 0.6
Arginina 8.7
3/A 0.9
Lys/Arg 1.7
sc observa una composicion nada semejante a la habitual - 
de las fracciones de histonas. Parece ser, pues, cue se 
trata de una proteina no histona. Johns y col. (1975) —  
aislaron croniatogrâficainente una fraccion contaminante de 
fraccion Fl, cuyo anâlisis de aminoâcido no corresponde a 
una histona y que présenta ciertas semejanzas con el pre­
parado aqul obtenido. Esta proteina, que acompaha a la - 
Fl del insecto, puede ser, pues, una proteina no histona 
del tipo descrito por Johns y col. (1975) cuya fundon —  
permanece aun sin dilucidar.
3.4.2. PESO MOLECULAR PE LA FRACCION Fl
Ya se destaco en apartados anteriores la baja - 
movilidad electroforética de esta fraccion comparada con 
la homôloga de otras especies. Esta caracteristica, pecu 
liar de la fraccion Fl de insectos (Dick y Johns, 1969; 
Pallotta y Beriowitz, 1970) puede ser atribuida tanto a - 
un mayor peso molecular como a una menor carga neta posi­
tiva. Segim se puede observar en el anâlisis de aminoâci 
dos la proporcion de aminoâcidos bâsicos es menor que en
4 '
la Fl de tinio de ternera. En cuanto al peso molecular se 
realizo su câlculo en electroforesis en 3DS, tal como se 
describe en el apartado 2.6.4. En la Figura 3.13 se reco 
gen los resultados, apareciendo un peso molecular de 22.800 
ligeramente superior al peso molecular de la fraccion Fl 
de timo de ternera, que es de 21.000. Oliver y Chalkley 
(1972) encuentran para la Fl de Drosophila melanogaster - 
un peso molecular de 23.000. Parece ser, por tanto, que
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tal como opinan Cohen y Gotchel (1971) la menor movilidad 
se debe mas a la difcrencia en densidad de carga que no a 
diferencias en peso molecular. La no subdivision en ban­
das de esta fraccion indica que aunque exista microhetero 
geneidad debe haber pocas diferencias en el tamaho molecu 
lar de las distintas subfracciones.
3.4.3. DBPSIIDBNCIA PS LA AGREGACION CON EL TIEMPO
Con el fin de investigar la dependencia de la - 
agregaciôn de la fraccion Fl con el tiempo de incubacion 
en ClGu-Tris, se realizô el experimento a distintos tiem- 
pos de incubacion (sin incubar, 3, 5 y 7 horas). Al cabo 
de los sucesivos tiempos se realizaron idénticas operaci£ 
nés con todas las muestras (tal como se describe en el —  
apartado 2.7*1)• En la Figura 3.14 se muestran las image 
nés electroforéticas correspondientes a los distintos tiem 
pos y en la Figura 3.15 los densitogramas correspondien—  
tes. Aunque el câlculo de areas de la banda proxima a la 
superficie del gel se hace dificultoso se observa la idén 
tica proporciôn de todas las bandas a distintos tiempos - 
de incubacion. Aproximadamente el 10% de la histona Fl - 
se encuentra agregada y esta agregaciôn es instantânea, - 
no prosperand ) a pesar de prolonger el tiempo de incuba—  
cion en presencia del agente oxidante. Este heclio lleva 
a concluir que la oxidacion de la fraccion Fl es instanta 
nea y que existe una cierta cantidad de fraccion Fl resi­
dual que n: agrega a pesar de prolongar el tiempo de incu 
bacion. Este ultimo hecho hace nensar en la posibilidad
m m
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Figura 3.14.- Electroforesis en gel de poliacrilamida 
de Fl de adulte farato de Ceratitis capitata sometida 
a condiciones de oxidacidn a distintos tiempos de in— 
cubac’idn: (A) Tiempo 0. (B) 3 horas. (C) 5 horas. (D) 
7 horas.

o»
o
sin a g r e g a r agregado
B
C D
Figura 3*15.- Densitogramas de las electroforesis en gel de 
r)oliacrilamida corresnondientes a distintos tiempos de incuba 
cidn en ClGu-Tris de la fracciôn PI de Ceratitis capitata A^)' , 
Tiempo 0 (B) 3 horas (C) 5 horas . (D) 7 horas
clG dos distintas especies moleculares componentes de esta 
fraccion, una con cisteina, y por tanto posible de acre—  
car en estas condiciones, y otra carente de este residue 
y que por tanto no es posible que forme agregados en con­
diciones de oxidacion. Para confirmer esta hipôtesis se 
hacia necesaria la separaciôn de ambas especies, agregada 
y sin agregar.
3.4.4. SBPAI^ACION DE LAS ESPECIES MOLECULARES DE Fl AGRE­
GADA Y SIN AGREGAR
El primer intente de separaciôn se llevo a cabo 
por electroforesis preparative tal como se describe en el 
apartado 2.6.2. En la Figura 3.17 se muestran las imâge- 
nes electroforéticas de las distintas fracciones recogi—  
das, observandose la perfecta separaciôn de la Fl sin —  
agregar. En cambio la Fl agregada aparecia contaminada y 
no fue posible aislarla completamente pura por este proce 
dimiento.
Por el contrario, al realizar la cromatografîa 
en Biogel P-100, descrita en el apartado 2.6.2, se consi- 
guiô la perfecta separaciôn de dos distintas subfraccio—  
nés de agregado, aunque la Fl sin agregar era la que apa­
recia en este caso ligeramente contaminada. En la Figura 
3.18 se muestra el perfil de eluciôn de esta cromatogra—  
fia y en la Figura 3.19 las imâgenes electroforéticas de 
1)3 picos correspondientes.
A B C
Jigura 3.1^.- Electroforesis en 
gel de poliacrilamida. (A) Hist£ 
na total de Ceratitis capitata.
(B) y (C) Precipitados durante]a 
diâlisis frente a agua destilada 
en el proceso de oxidacidn de la 
fraccidn PI.
Figura 3.17.- Separacidn por 
electroforesis preparative &  
la subfraccidn de Fl que no 
agrega durante el proceso de 
oxidacidn. (A) Muestra apli- 
cada a la electroforesis pre 
narativa. (B) Subfraccidn de 
Fl sin agregar.
m
B

Cuando la fraccion sin agregar pura, obtenida - 
n or electroforesis preparativa, se sonietio a las mismas - 
condiciones de oxidacion descritas previamente se observé 
que aun extremando las condiciones (24 horas de incubacion) 
no se producîan agregados, hecho que junto con el résulta 
do del estudio de la dependencia de la agregaciôn de Fl - 
con el tiempo de incubacion hace concluir que se trata de 
una subfraccion incapaz de formar agregados en estas con­
diciones, y, como consecuencia, de alguna forma de distin 
ta naturaleza molecular.
En la Tabla 3-IX se muestran los anâlisis de —  
arninoacidos de las très subfracciones puras, las dos de - 
agregados obtenidas por cromatografla y la subfracciôn —  
sin agregar obtenida por electroforesis preparativa. A - 
la vista de estes anâlisis de aminoâcidos se pueden obte- 
ner varias conclusiones. En primer lugar se observa la - 
presencia de pequenas proporciones de cisteina unieamente 
en las fracciones agrupadas, lo que estâ completamente de 
acuerdo con toda la discusion precedente, ya que es preci 
samente la oresencia de este residuo la responsable de la 
agregaciôn. Sin embargo el que no aparezca en cantidades
4 '
aorcciables en el anâlisis de aminoâcidos no es de extra­
der, ya que este residuo se oxida muy fâcilmente a âcido 
cisteico durante el proceso de hidrôlisis, a pesar de ha- 
cer en l.;s tubos de hidrôlisis el vacîo, y la detecciôn - 
de este âcido estâ sujeta a un considerable error, dada - 
la baja scnsibilidad de su reacciôn con ninhidrina.
Por otra parte no se observa ninguna otra dife- 
rencia peculiar entre cada una de las subfracciones de Fl.
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Figura 3.19.- Electroforesis en 
gel de poliacrilamida de los %icos 
cromatogrâficos résultantes de la 
cromatograf la en Biogel P-100 de 
PI(agregada y sin agregar) de Cfera 
title capitata. (A) Muestra içipljL 
cada a la cromatograf la. (B) Pllco 
r. (C) Pico II. (D) Pico III.
B
Figura 3.20.- Electroforesis 
en gel de poliacrilamida de 
la extraccidn selectiva con 
distintas concentraciones de 
ClNa sobre cromatina bruta db 
adult o farato de Ce rat i tis 
capitata.(A) ClNa 0.35 M (B) 
ClNa 0.50 M (C) ClNa 0.75 M 
(D) ClNa 1.00 M (E) Extrac- 
ci<5n sobre el residuo conCLH
0.25 N. B

T A B L A  3-IX
Composicion de arninoacidos de las distintas subfrac 
clones ce Fl de adulto farato de Ceratitis capitata.
Moles por 100 moles
Aminoâcido
Fracciôn sin agre 
gar (electrofore­
sis preparativa)
Pico 1 cro- 
matografia 
en P-100
Pico 2 croma 
tografia 
en P-100
Acido aspârtico 5.3 4.5 4.4
Treonina 6.7 6.6 6.9
Serina 10.1 9.7 11.0
Acido glutâmico 6.4 5.4 5.Ô
Prolina 5.7 5.5 5.4
Glicocola 7.3 7.3 7.3
Alanina 17.9 16.5 20.5
1/2 Cisteina - 0.3 0.3
Valina 6.4 6.2 6.6
Metionina 0.6 0.7 0.5
Isoleucina 2.9 2.9 2.9
Leucina 4.3 3.9 4.0
Tirosina 1.6 1.8 1.6
Fenilalanina 1.3 ' 1.6 1.2
Lisina 19.8 25.0 19.0
Histidina 1.0 ' 0.7 0.7
Arginina 2.4 1.6 1.5
B/A 1.93 2.75 2.21
Lys/Arg 8.25 15.6 13.13
Todas tiene>i composiciones propias de histona Fl, cor.io - 
es el ait) contenido en Lisina y alanina. Quizà la dife- 
rencia rnâs acusada sea la distinta proporciôn B/A, y el - 
contenido en alanina.
Segûn se discuti5 extensamente en Parte Teorica 
la fracciôn Fl de histonas présenta microheterogeneidad - 
en la mayorla de los raateriàles observados. La particula 
ridad de la microheterogeneidad existentc en la fracciôn 
Fl de Ceratitis capitata consiste en la presencia de cis­
teina en algunas de sus subfracciones, lo que hace posi—  
ble su agregaciôn y ulterior separaciôn.
Séria interesante llegar a saber si el estado - 
de agregaciôn de estas posibles subfracciones de Fl tienen 
repercusiones "in vivo". No es desechable a priori la po 
sibilidad de' eue tal fenôrneno ocurra. Lo que si estâ a - 
un alcance inmediato es tratar de conocer las repercusio­
nes estructurales y de comportamiento fisico que tal agre 
gaciôn opera, sobre la estructura y estabilidad térmica —  
del DNA.
3.5. ESTüDIÜ DE LA INTERACCION Fl-DNA
3.5.1 . IMFLUENCIA DE LA FUERZA IQNICA DSL MSDIO EN LA DI- 
SGCIAGIQN DNA-HISTQNAS
Un V de los môtodos empleados para seoarar las -
distintas fracciones de hist.;na se basa en la utilizacion 
ce fil ersas iônicas crecientes actuando sobre la cromati—  
na. Este nétudo, aunque utilizado en principio con fin - 
preparativ ) por algunos autores, no pernite una adecuada 
rcsoiuciôn de las histonas, pero es sin embargo util, tal 
como se discutiô en Parte Teorica, para enjuiciar la natu 
raleza de las interacciones entre el DNA y las distintas 
fracciones de histona. Cuanto mayor sea la interacciôn - 
electrostâtica existente entre ambas especies moleculares 
mayor ha de ser la fuerza ionica necesaria para destruir 
osa interacciôn.
En la Figura 3.20 se muestran las imâgenes elec 
trofor6ticas de las sucesivas extracciones salinas de cro 
matina cruda de Ceratitis capitata tal como se describiô 
en el apartado 2.7.2. Como se puede observar ya a bajas 
fuerzas iônicas (ClNa 0.3oil) se separan abundantemente to 
cas las fracciones de histonas, si bien hay que aclarar - 
que se obtuvo un bajc rendimiento y fue necesario aplicar 
en la electroforesis una alta concentraciôn de esta ex—  
traccion para que se pudieran apreciar las bandas. A con 
centraciones de ClNa 0.50M se separan mayoritariamente —  
las fracciones Fl y F2B, correspondientes a la banda 3» - 
tal co:r. se puede observar en la parte 3 de la figura. La 
banda 4, corrcspondiente a la fraccion F3 solamente se se 
oara sin embargo de forma total a concentraciones de ClNa
l.ûM. Le fracciôn correspondiente a la banda 5 permanece 
unida incluse a fuerzas iônicas altas y se sépara casi —  
cimpietameute cuando se extrac con CIH 0.25N sobre el re­
siduo de lé. ultima extracciôn salira.
II.) deja por tanto de ser anormal la prematura - 
separaciôn de todas las fracciones. Existe sin embargo - 
una razôn lôgica para explicar el general desplazamiento 
de la disociacion salina hacia bajas concentraciones. Co 
ino se ha dicho la fraccion correspondiente a la banda 5 - 
permanece unida al DNA incluse a altas fuerzas iônicas.
Esto es lôgico si se considéra la alta proporciôn de resi 
duos bâsicos de esta proteina. Pero al mismo tiempo no - 
es una proteina nuclear, y por tanto es posible que actûe 
competitivamente en su union al DNA con las otras fraccio 
nés, desplazando el equilibrio. Podria producir un efec­
to similar a las protaminas, utilizadas por algunos auto- 
res para separar fracciones de histona (Van der Westhuy—  
zen y van Holt, 1975).
3.5.2. EXPERIMENTOS DE PRBCIPITACION DEL DNA POR Fl
Los experimentos de precipitaciôn se realizaron 
tal como se indicô en el apartado 2.7*1 con Fl agregada y 
sin agregar sobre DNA de timo de ternera y de Ceratitis - 
capitata, comparando los resultados con las curvas de pre 
cipitaciôn correspondientes a Fl de timo de ternera.
En la Figura 3.21 se compara la precipitaciôn - 
del DMA de timo de ternora y DNA de Ceratitis capitata por 
Fl de Ceratitis capitata. Se observa que la precipitaciôn 
tiene lugar a menores concentraciones de Fl con el DNA de 
tlm) de ternera. Este hecho sin embargo no es significa­
tive, ya que existe una diferente distribuciôn de pesos -
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Fi.?ara 3.21.- Curvas de preciritacidn de DNA de timo de terne­
ra ( • ) y DNA de Ceratitis caritata ( o ) con fraccidn PI de Ce­
ratitis caritata.
;i >lGculares en ambas orenaraci nes de DNA, tal cjrn ; se ob 
ser va en la Figura 3.22, dinde el DNA de Ceratitis caiita- 
ta aparece degradacj. Identici efect.) se observa al
utilizar Fl de timo de ternera, tal c mo se muestra en la 
Figura 3.23, donde también el DNA de timo de ternera es - 
orecipitado en su totalidad a menores relaciones FI/dNA.
El hecho que si es significative es la menor capacidad —  
précipitante de Fl de Ceratitis caoitata con respecta a - 
la fraccion homologa de timo de ternera. En efecto, mien 
tras que la Fl de timo de ternera précipita totalmente el 
DNA homologo a una relacion histona/DNA de 1.1 (Figura —  
3.23), la histona Fl de Ceratitis capitata solo lo hace a 
relaciones sureriores a 1.5 (Figura 3.21). Esta menor ca 
pacidad précipitante es concordante con la menor carga ne 
ta positiva de dicha fraccion en el insecto, teniendo en 
cuenta que las interacciones electrostaticas han de ser - 
déterminantes en la energia libre de la asociacion. Sin 
embargo es posible pensar que la diferente carga neta no 
es la ûnica razon ya que puede pensarse en la intervencion 
de fuerzas ni covalentes en la asociacion o bien en una - 
distinta conformacion que desfavorezca la interacciôn, ya 
que como discuten Bradbury y Steohens (1967) la mayor pr£ 
oirci on de cadena extendida en la fraccion Fl facilita la 
agregaciôn de distintas cadenas de DNA con respecto a —  
otras fracciones que tienen may r^ prouirci'n de -hélice 
en su cstructura.
Los experimentos de precipitaci ôn también se rea 
lizaron con Fl después de ser sometida a agregaciôn. LnS 
i-esultados c ^ rrespondientes se muestran en la Figura 3.24:
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la FI utilizada despuês de la agregacian fue Fl total, es 
cecir, sin seoarar anibas especies noleculares, agregada y 
sin agregar. Con ello las diferencias observadas se debe 
rân exclusivamente al fenomeno de agregacion, y no a la - 
distinta naturaleza molecular de las preparaciones utili- 
zadas. Se observa en la figura la mayor capacidad préci­
pitante de la Fl agregada. Este hecho es perfectamente - 
logico ya que a la misma concentracion en peso de Fl, co­
rn o consecuencia de la agregacion existe la posibilidad de 
que una ûnica "unidad" molecular asocie mayor numéro de - 
rnoiéculas de DNA, y como consecuencia précipité antes. —  
Bradbury (1970) discute la posibilidad de formacion de —  
agregados a diversas fuerzas ionicas. En la formacion de 
estas agregados estarian implicadas zonas de -hélice, —  
mientras que las zonas de cadeno estadlstica, de mas fâ—  
cil interaccion con el DNA debido tanto a su conformaciôn 
como a su mayor densidad de carga positiva, quedarian li­
bres. La fraccion Fl expérimenta un gran cambio conforma 
cional como consecuencia de la fuerza ionica. Bradbury - 
atribuye la mayor capacidad précipitante de la fraccion - 
Fl precisamente a este efecto. Es posible por tanto que 
en el présenté caso se de una situacion similar. Si bien 
al autoagregarse las rnoiéculas en dlmeros, trimeros o te- 
trameros a la misma concentraci'n en peso decrece la pro- 
babilidad estadlstica de colision con rnoiéculas de DMA, 
auxienta en cambio la posibilidad de que una misma entidad 
. lecular as cie a un mayor numéro de rnoiéculas de DNA, - 
or jduciend :■ .-r tanto la precioitacion a menores concen—  
traciones.
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Figura 3.23.- Curvas de precipitacidn de DNA de timo de ternera 
( • ) y DNA de Ceratitis capitata ( o ) con fracciôn Fl de timo de 
ternera.
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Tal carrij se discutio en la seccion 1.5, la frac 
cion Fl de histona fundamentalmente produce entrecruza—  
rnientjs entre distintas rnoiéculas de DNA (Sluyser y Sne- 
llen-Jurgens, 1970), a diferencia de las restantes frac- 
ciones que estân implicadas en la formacion de estructu- 
ras superhelicoidales en el DNA. Estos entrecruzamientos 
pueden estar relacionados con el paso de cromatina densa 
a cromatina difusa donde lo ûnico que varia es el estado 
de agregacion pero no la estructura secundaria ni tercia 
ria del DNA. La facilidad de esta capacidad de entrecru 
zamiento es consecuencia mas de la peculiar conformaciôn 
que adquiere esta proteina que de su propia capacidad de 
interaccion con el DNA. Recuérdese que la Fl es la we - 
tiene menos proporcion de residues bâsicos, aunque no —  
hay que descartar la posibilidad de participacion de otro 
tipo de interacciones distintas de las puramente electros 
tâticas. En este contexto la agregacion de Fl de insec­
tes da una mayor capacidad de entrecruzamiento. Sin em­
bargo no se puede juzgar con los datos precedentes hasta 
que punto este fenomeno tiene importancia real "in vivo", 
aunque no es desechable la hipôtesis de que este mécanis­
me, caracteristico de la fraccion Fl de histonas de insec 
tes tenga su repercusion en determinadas peculiaridades - 
merfolegicas de les cromosomas politécnicos de insectes.
3 .5.3 . ESTUDIO SOBRE LOS COMPLEJOS Fl-DNA
Se formaron complejes de histena-^DNA tal como - 
se describie en el apartado 2.7«3 utilizando Fl de Cerati-
tis capitata agregada y sin agregar y Fl de timo de terne 
ra con el ,bjeto de comoarar los resultados. En todos —  
1:5 casos sc utilize DNA de timo de ternera por tener unas 
caracteristicas rnoleculares arnpiiamente descritas en la - 
bibliografia. Los complejos se formaron a tres proporcio 
lies distintas de histona/DNA (1.5, 1.0 y 0.5 p/?)* Hay - 
que advertir que la Fl agregada de Ceratitis capitata uti 
lizada fue mezcla de ambas especies rnoleculares, agregada 
y sin agregar, o lo que es lo mismo, la preparacion direc 
tamente obtenidà después de un tratamiento de oxidacion - 
s )bre la fraccion Fl obtenida por extracciôn con PCA 2î-l, 
tal como se describiô 3^ cornent' en apartados anteriores. 
Tiene corn fin el utilizer la mozcla de ambas especies mo 
leculares sin separar el poder estudiar exclusivarnente el 
efecto que la agregacion puede tener sobre determinadas - 
caracteristicas estr’cturales y fisicas del DNA. Sobre - 
estos coniPlGjos asi formados se realizaron espectros de - 
CD y curvas de transicion térmica.
En las Figuras 3.25» 3.26 y 3.27 se muestran —  
los espectros de CD, realizados tal como se especifico en 
cl apartad: 2.7 .4 , de estos complejos a sus distintas re- 
lacimes histona/DNA. La zona del espectr ; barrido fue - 
cesde 3üü nm hasta 21ü nm. Sin embargo en las figuras —  
ûnicamente sc recoge la zona entre 300 y 230 nm, debido a 
que; es en esta zona donde ûnicamente tiene actividad ôpti 
ca el DNA y n j la proteina. A longitudes de onda inferi£ 
rcs no es ' sible distinguir a cuâles de las dos esoecies 
leculares que comp men el comolejo (DMA e histonas) co­
rresponde el cambio de elipticidad, ya que a esas longitu
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3.25 .- CD de los complejos DNA-Fl de timo de ternera. (-— )
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Pigura 3.27.- CD de los complejos DNA-Pl de Ceratitis capitata. a.gre
gsda. i-^) DNA control; (-*-) histona/DNA 1.5; ("•) histona/DNA
1.0; (---) histona/DNA 0.5
T A B L A  3-X
Valores de elipticidad maxima y minima de los difer 
tes complejos DNA-Fl.
Histona fng/mg^ )^  )i^ max G^max/lO^ . X max Q max/l0^ 6(4)
DNA control - 277 7.82 245 6.10 1.
1.5 276 8.70 245 5.89 1.Fl timo de ternera
Fl Cerati­
tis capi­
tata sin 
agregar
Fl Cerati­
tis capita-
ta agregada
1.0 276 8.31 245 6.50 1.
0.5 277 8.54 246 5.82 1.
1.5 276 8.08 245 6.14 1.
1.0 276 8.08 245 5.84 1.
0.5 276 8.30 245 5.55 1.
1.5 276 7.38 '246 7.38 1.
1.0 277 7.19 246 7.42 0.
0.5 277 5.81 246 6.41 0.
CCS de )nda las nroteinas s )n también coticamente activas.
En ninguno de 1 -s cas ;s sc observaran variaciones realnien
te significativas can respecta al esnectro de DNA sin aso
ciar. Unicamente se abservaron ligeras variaciones en la
relacian 9 / 9 tal como se ouede ver en la Tablamax' min
3-X. También existe una disniinucion de elipticidad apro- 
ximadamente del 30% en el comolejo Fl agregada-DNA a la - 
relacian 0.5, pero este hecho es dificil de interpretar - 
puesto que implicaria una modificacion de la estructura - 
del DNA a bajas concentraciones de Fl agregada.
Togo esta se debe interpreter en termines de la 
permanencia de la estructura B del DNA incluse después de 
la asociacion con Fl, hecho perfectamente concordante con 
los dates existantes en la bibliografla, ya que si bien -
13.S otras fracciones de histonas provocan una disminuciôn 
de la elipticidad de alrededor del 30% y un ligero despla 
zamiento hacia el rojo con un desdoblamiento de la banda, 
la fraccion Fl de otros materiales biologicos no parece - 
alterar la estructura secundaria del DNA (Simpson y Sober, 
1970; Matsuyama y col., 1971).
En cambi'j lo que si résulta clararnente alterade 
es la cstabilidad térmica del DNA como consecuencia de la 
asociaci'n. En la Figura 3.23 anareccn las curvas de —  
transicion térmica, realizadas tal como se indicé en el - 
apartado 2.7.5, de 1 )S complejos DNA-Fl de timo de terne­
ra. También sc adjunta la curva de cesnaturalizacion tér 
mica de un DNA c)ntrol, somctid: a las raismas manipulacio 
nés oue el corrcsoondiente a las formaciones de los corn—
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)lej js pero donde la disolucion de histonas se sustituyo 
par el nismo volumen de disolvente. Este DNA se reconsti 
tuyi de forma practicaraente total, y aunque existe una pe 
queha perdida de cooperatividad, présenta el mismo efecto 
hipercr'mico que un DNA no sometido a estas manipulacio—  
neS; tal como se observa en la Figura 3.29.
En los complejos formados con Fl de timo de ter 
liera lo que mâs llama la atencion son dos hechos fundamen 
taies: la mayor estabilidad térmica de los complejos, que 
se traduce en una temperatura de transicion mâs alta, y - 
la aparici on de una bifasicidad, con dos transiciones dis 
tintas, una a temperatura semejante al DNA libre, y otra 
bastante superior. En la Figura 3.32 estân representadas 
las derivadas de estas curvas de transicion, obtenidas — - 
tal como se indicé en el apartado 2.7.5. Como se puede - 
observar aparecen dos transiciones, una de ellas prâctica 
mente a la misma temperatura que el DNA libre y la otra a 
temperaturas proximas a los 729C, variando las proporcio- . 
nés relativas de DNA que se encuentran en ambas situacio- 
nes en dependencia de la relacion histona/DNA del comple- 
j ). Estas proporciones se calcularon a partir de las âreas 
encerradas en las curvas derivadas de las curvas de tran- 
sici'n. En la Tabla 3-XI se muestran los resultados, don 
de se jbserva que al aumentar la concentracion de Fl de - 
timo de ternera aumenta también la proporcion del DNA con 
temperatura de transicion alta. Estos datos son perfecta 
mente concordantes con los resultados de Olins y Olins —  
(1971), aunque con ligeras desviaciones que pueden ser de 
bidas al distinto medio utilizado. Estos autores inter-
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TOtan la aparician do las das transiei ;ncs can ; debidas 
a la cxistencia on el DNA de d ;s zonas c . rap 1 o t am en t e dis- 
tintas, c m  diferentes estabilidadcs tcrricas. La tenipe- 
ratura de transician mâs baja corresp >nderia a zonas de - 
DNA libre, no asociadas con histonas, mientras que la al­
ta temoeratura de transicion correspondcria a zonas de in 
tima interaccion entre la histona y el DNA. Es por tanto 
oerfectaraente logico que al ainnentar la proporcion de his 
tona en relacion al DNA aumente también el tanto por cien 
to de DNA que se encuentra en esa situaci'm.
En la Figura 3.30 se muestran las curvas de —  
transicion correspondientes a los complejos formados con 
Fl de Ceratitis capitata sin agregar. En estas curvas se 
sigue observando la aparicion de polifasicidad. En la Fi 
gura 3.33 se muestran las curvas derivadas de estas tran­
siciones y en la Tabla 3-XI se recogen los resultados, —  
d onde aparecen las dos trans_ci ones caracteristicas que - 
ya aparecian con Fl de timo de ternera. Sin embargo exis 
te una diferencia bastante Clara entre ambas especies de 
Fl: la estabilizacion térmica del DNA producida por la —  
asociacion con Fl de Ceratitis capitata sin agregar es —  
bastante menor. A la misma proporcion histona/DNA existe 
may.T proo jrcion ce DNA con temoeratura de transicion co- 
rrespondiente a DNA libre. Este hech , se ouede explicar 
facilmente debido a la menor carga neta de la fraccion Fl 
ce Ceratitis capitata con resoecto a la Fl de timo de ter 
nera. En efecto, ülins y Olins (1971), tal como se ha di 
chj anteriormente, interpretan la polifasicidad de las —  
curvas de transicion de los comoiejos DNA-histonas como -
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Pij 3.32.- PcpreGentaci(5n grâiica de las Icrivada 
do 'a 3 curvas .;e transicidn de los complejos DNA- PI
de 1 ,10 de ternera. (---) DNA control (-- ) histona/
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Figura 3» 33»- Representaci(5n grdiica de las derivadas 
de las curvas de transicidn de los complejos DNA— PI
de Ceratitis capitata. (---) DNA control (---) histona
/DNA 1.5 (...) histona/DNA 1.0 ( — -) histona/DNA 0.5
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debidc. a zonas de intime, interaccion entre la histona y 
cl DMA y zjnas Ccl DKA que quedarian libres. Las zonas 
recubicz'tuLS de histona Fl estarian sometidas a mayor es­
tabilizacion térmica y una de las principales causas de 
csa estabilizacion séria la neutralisacion de las cargas 
correso cidientcs a los grup os fosfato del DNA por los re 
siduos con carga neta positiva de la histona, de modo —  
que a mayor carga neta corrcsponderia una mayor proper—  
cion de DNA sometido a esta estabilizacion térmica.
Lo que ya no es interprétable de forma tan fa- 
cil es la aparicion de una transicion intermedia en el - 
caso de la fraccion Fl de Ceratitis capitata alrededor - 
de los 612C y que représente en todos los casos cerca —  
del 8%. Esta nueva transicion implica la existencia de 
una diferencia cualitativa fundamental entre ambas frac- 
ci one s de ternera y Ceratitis capitata. Aunque no se —  
puede asignar de forma biunivoca a una causa concreta n D 
es de extrahar este comportamiento debido a las sustan—  
ciaies diferencias existentes en composicion de aminoâcû 
dos y peso molecular de ambas fracciones.
Pero sin duda el hecho mâs sorprendente lo cons 
tituye cl efecto que tiene la agrcgaci'n de la fraccion 
Fl 3 dore lu estabilidad t'rmi a del DNA. Corn; se puede 
obscrv._3' en la Figura 3.31 a todas las reluciones Fl agre 
eada/DN.i cstudiadas tienen lugar transiciones cuantitati- 
vamentc somejantes aunque parceen observarsc algunas dife 
0cncias cualitativas. La estabilidad térmica conseguida 
en este cas.: es mucho may;r que la correso ondiente a 1 -s
cznpiejos ce- Fl de de ternera, y os corn..; si a la rne-
nur concentracion de Fl agregada que sc utilize (rclaci'n 
Ü.5 histona/DNA) ya se hubiera canseguido una saturacion. 
Como la coioiposicion de aminoâcidos, y por tanto la carga 
neta, en esta fraccion Fl agregada ha de ser idêntica a - 
la preparacion sin agregar (lo ûnico que varia de una a - 
otra es precisamente su estado de agregacion), la razon - 
ce este camrio en la estabilizacion térmica del DNA hay - 
que buscarla sin duda en la f :;rma en la cual se lleva a -
cabo la interaccion. Es évidente que a partir de los da­
tos de DC no se observan variaciones en la estructura se­
cundaria del DNA, por lo que la mayor estabilidad térmica
debe estar notivada fundamentalmente al grado de organiza 
cion estructural de orden superior en el complejo, como - 
puede ser la formacion de "ovillos" microscopicos que con 
ducen a una mayor estabilidad téionica de la estructura d£ 
blo-helice.
Por otra parte la propia agregacion de la frac­
cion Fl como consecuencia de la oxidacion puede ser una - 
causa de la complejidad de las curvas de transicion que - 
a >arece en este caso. Tal coiao discute Ansevin y Brown - 
(l97l) la complejidad en las curvas de transicion puede - 
ser dcbida a la existencia de una gran micr.Lctcrogenei—  
dad en las fracci incs de histonas (micr .dicter -geneidad —  
eue aparecc en may-r grado en la fracci'n Fl), aunque la 
oresencia de dlmeros y polimeros superiores en el caso de 
le. fraccién F3, segûn estos autores introducer aûn mayor 
coiolejidad. Puede ser esta la causa del efecto observa- 
«den el or c sente caso, ya que la agrupaci'n de la frac—
cion Fl de Ceratitis caoitata, como sc ha cliscutido en —  
-recedcntes scccioncs, tiene las mis as causas cue la acre 
gacion de la fraccion F3, es cecir, formacion de puentes 
ci sulfura s in ternio leculares.

C O H C L U S I O R E S

IV.- C 0 N C L U 3 I 0 N E 3
Dentro del contexte general del estudio de las 
histonas del diptero Ceratitis capitata, este trabajo se 
ha dirigido cn ana primera fase al aislamientj y caracte- 
rizacion molecular de las histonas de este insecte, y mâs 
especîficar.iente al aislamiento, purificacion y estudio de 
algunas caracteristicas moleculares de la fraccion Fl. —  
Posteriormente se realizaron estudios sobre las propieda- 
des flsicas de les conplejos formados con esta fraccion - 
de histona y DMA de tirno de ternera. A lo largo de estas 
investigaciones se han obtehido las siguientes conclusio- 
nes:
12.- Las histonas totales de adulte farato de Cerati­
tis capitata se aislaron a oartir de cromatina cruda por 
disociacion salina y por extraccion âcida. Mientras que 
la primera conducla a una preparacion cuya imagen electro 
forética revelaba ûnicamentc 4 bandas, la extraccion âci­
da daba lugar a sois bandas oerfectamente definidas, nume 
radas n or ordon de movilidad.
22.- Aplicados lus procecimient)s descritvs de frac- 
cionamiento,y teniendo en cuenta les analisis de aoiinuaci 
dos corresp rndientes, fu.e posible identificar cada una de 
las bandas y homolugarlas con las fracciones de histonas 
conocidas en otras especies. Asi:
a) La banda de mener movilidad electroforética (de—  
signada corno banda 6) corresponde a la fraccion Fl.
b) La banda 5 no corresponde a una histona sino a —  
una proteina, componente del pupario, con una anomala com 
posiciôn de aminoâcidos y comportamiento en cuanto a sus 
propiedades flsicas y qulmicas se refierc (movilidad elec 
troforética, peso molecular y solubilidad en PCA y TGA).
c) Las bandas 4, 3, 2 y 1 se asignan como correspon- 
dientes a las fracciones F3, F2B, FpA2 y F2A1, respectiva 
mente, teniendo las dos ultimas idénticas movilidades —  
electroforéticas y siendo muy parecidas en composicion de 
aminoâcidos a sus homôlogas de timo de ternera.
32.- Lu fraccion Fl de Ceratitis capitata, que se se 
para selectivamente con PCA 5%(p/v) aparece siempre conta 
minada con una fraccion de menor movilidad, contaminacion 
que se élimina si la extraccion se realiza con PCA 21-1.
4 2.- El anâlisis de aminoâcidos de la fraccion Fl de 
Ceratitis capitata présenta algunas caracteristicas pecu- 
liares con respecte a su homologa de timo de ternera, co­
rn.o es la mon )r proporciôn de residues bâsicos, y la pre—  
sencia de cisteina, histidina y metionina.
52.- Esta fracciin press ta men.a :a -vil ici ad clectro- 
"orôtica que la correspondiente de tirr.ce ternera, y po­
sée mayor peso molecular. Este hecho, junt> con su mener 
êensidad de cargo pue de explicar perfcctamente dicha me—  
nor movilidad electroforética.
62.- Cuando la fraccion Fl de Ceratitis capitata se 
£ o.iete a c.;ndici )nes de oxidacion da lugar a agregados de 
alto pes.' molecular. El tanto por ciento de agregado for 
:.iadj es independiente del tie/opo de agregaciôn, quedando 
siempre la misma proporcien de Fl sin agregar, aunque se 
pro longue indef inidameiite el ticmpo de incubaci'n.
72.- En una de las e tapa s de la mcidacion de la frac 
ci on Fl de Ceratitis capitata, concrctamente durante la - 
diâlisis frente a agua destilada, aparecia un precipitado 
eue correspondra a la fracci'n contaminante de las prepa- 
raciones de Fl extraidas con PCA 5%» El anâlisis de ami­
noâcidos de esta fraccion correspondia a una proteina cu­
vas caracteristicas no son de histona, de naturaleza bas- 
tante Gc:ocjante a contaminantes de la fraccion Fl aislada 
por otros autorcs en difcrentes materiulcs.
02.- Se c oisiguii separar la Fl ...cregada y s in agré­
ger de Ceratitis capitata utilisand: eloctr )foresis preoa 
rativa y cromatografia en Biogel P-laC, pudiéndose obser- 
Vc_r lu ausencia de cisteinu en la subfraccion sin agregar 
y su o uteri or incapacidad de former agregados cuando era 
s ooctiod; e. c . ndici nos de .o:idacion, asi co.m • la oresen—  
cia ce cisteina on las subfracciones aprcgadas. Este lie-
ch.; induce a pensar en la presencia de . menus .s dis—  
tintas especies mo le cul ares componentes Ic la .'race ion Fl 
de Ceratitis capitata, cuya diferencia u:came..o.-l e.. la 
presencia y ausencia de cisteina, no re i.an o cas c.nali- 
sis de aminoacido ninguna otra diferenc i clar
92.- La extraccion selective con s :esiva_ .I'ncentra 
ciones de ClNa sobre cromatina cruda de :e r a t i capita­
ta en su estado de adulte farato presen 1 un c'^meortamien 
te anormal con respecte a otros materia.es observados. Es 
ta desigualdad se manifiesta tanto en 1 . mener fuerza iô- 
nica necesaria para separar las distint' ; fracciones, ce- 
mo en una alteracion en el orden de sep 'acion de las mi_s 
mas. Parece ser que la causa fundament . de esta distor­
sion es debida a la presencia de la pro n.na contaminante 
correspondiente a la banda 5*
102.- La Fl de Ceratitis capitata csie mener capaci 
dad para precipitar al DMA que su homôl a de timo de ter 
nera, hecho que se puede interpretar co > debido a su me­
nor densidad de carga. En cambio, cuan ' se encuentra —  
agregada, potencia en gran medida esta .cultad, posible- 
mente debido a la mayor capacidad del.a cgaeo para entre 
cruzar distintas moléculas de DNA.
112.- Tcinto la Fl agregada con sin .( rega: de Cerati­
tis capitata no parecen alterar sustanc ];.icnn.;e ia es truc 
tura secundaria del DNA. Este hecho se i 1 ) poner de nia- 
nifiesto por cl estudio mediante CD de . s c omplcjos Fl-DKA, 
formados en dis tintas relaciones Fl/DNA • Identic:* efecto 
se observa con Fl de timo de ternera, es .c.ndo plenamente
de acuerdj con los heclios descritos en la bibliugrafia.
122,- Las curvas de transicion têrmica de los comple 
j ;s DNA-Fl de Ceratitis capitata sin agregar presentan po 
lifasicidad, al igual que los complejos formados con Fl - 
de timo de ternera. Sin embargo aparecen dos hechos dis- 
tintos:
a) La mehor estabilizacion térmica del DNA en el ca- 
so de Fl de Ceratitis capitata con respecte a Fl de timo 
de ternera, interpretado como un efecto de la menor densi 
dad de carga de estg, fraccion.
b) La aparicion de una nueva transicion que no tiene 
homologa en los complejos formados con Fl de timo de ter­
nera, lo que révéla una diferencia cualitativa importante, 
posibleniente debido a la mayor complejidad molecular de - 
esta fraccion en Ceratitis caoitata.
132.- La agregaciôn de la fraccion Fl tiene como con 
secuencia una mayor estabilizacion térmica del DNA, condu 
ciendo a curvas de desnaturalizacion muy complejas, pero 
todas ellas de altas temperatures dé transicion. La com- 
plejidad de las curvas de transicion ha sido observada —  
por otros autores en el cas ; de la F3 como consecuencia - 
de la oxidacion.
142.- Aunque a priori no se puede coneluir la impor- 
tancia real que "in vivo" pueda tener el fenômeno de la - 
^gregaciôn de esta fraccion de histona, no es desechable 
a priori la hipotesis de qic juegue un panel realmente im­
portante en la èstructura y funciôn de cromatina de insec 
tos.
con la censura de -nt, iu. y /g,
Iryw fèitdû.
Madrid, ^ 4 #
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